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RESUMO

DE FREITAS, Marcela Medeiros. Producéo e purificagcdo de L-asparaginase por
fungos filamentosos isolados do Cerrado do Centro-Oeste brasileiro. Brasilia,
2020. Tese (Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias da

Saude, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2020.

L-asparaginase (ANSase) € uma importante enzima na area farmacéutica utilizada no
tratamento da leucemia linfoblastica aguda (LLA) devido a sua capacidade de
hidrolisar a L-asparagina, um aminoacido ndo-essencial sintetizado por células
normais, ao contrario das células neoplasicas. Os efeitos adversos das formulacdes
de ASNase estdo associados a imunogenicidade da enzima, seus residuos apés
hidrolise por proteases, coatividade de glutaminase (GLNase), neurotoxicidade da
amoOnia e sua origem bacteriana, portanto, € importante encontrar novas fontes de
microrganismos eucaridticos produtores de ASNase com baixa atividade GLNase.
Este trabalho avaliou o potencial biotecnoldgico de fungos filamentosos isolados de
solo e plantas do Cerrado do Centro-Oeste brasileiro para a producdo de ASNase.
Quarenta isolados foram selecionados para triagem da producéo de enzima, dentre
0s quais trés isolados do solo apresentaram altos teores de atividade da ASNase com
baixos valores de atividade da GLNase: Penicillium sizovae, Penicillium cerradense e
Fusarium proliferatum. A triagem das varidveis que influenciam a producdo de
ASNase avaliadas por Plackett-Burman Design revelou que producdo da enzima de
P. sizovae foi reprimida por fontes de carbono, enquanto concentracfes mais altas de
carbono aumentaram a producéo por F. proliferatum. Quanto a extracédo da proteina,
a maceracao da biomassa congelada liberou 5 vezes mais enzima das células do que
a sonicagao. A ASNase de P. sizovae foi parcialmente purificada por cromatografia de
gel filtracdo seguida de troca ibnica. A sequéncia da ASNase de P. sizovae foi
identificada (massa molecular 160 kDa), sintetizada nas formas nativa e parcial
(excluséo do peptideo sinal) e expressa em Komagataella phaffii X-33 com vetor
pPICZaA, onde sua atividade biolégica foi preservada intracelularmente. Este é o
primeiro estudo que expressa a ASNase de um fungo filamentoso em uma levedura.
Este estudo mostra o potencial dos fungos do Cerrado brasileiro como novas fontes
de ASNase com uma possivel reducéo dos efeitos colaterais para a terapia de LLA.

Palavras-chave: L-asparaginase; fungo; Cerrado; leucemia linfoblastica aguda



ABSTRACT

DE FREITAS, Marcela Medeiros. Production and purification of L-asparaginase by
filamentous fungi isolated from the Brazilian Midwestern Cerrado. Brasilia, 2020.
Tese (Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias da Saude,

Universidade de Brasilia, Brasilia, 2020.

L-asparaginase (ANSase) is an important enzyme in the pharmaceutical field used in
the treatment of acute lymphoblastic leukemia (ALL) due to its ability to hydrolyze L-
asparagine, a non-essential amino acid synthesized by normal cells, unlike neoplastic
cells. The adverse effects of ASNase formulations are associated with the
immunogenicity of the enzyme, its residues after hydrolysis by proteases, glutaminase
(GLNase) coactivity, ammonia neurotoxicity and its bacterial origin, therefore, it is
important to find new sources of eukaryotic microorganisms producing ASNase with
low GLNase activity. This work evaluated the biotechnological potential of flamentous
fungi isolated from soil and plants of the the Brazilian Midwest Savanna for the
production of ASNase. Forty isolates were selected for screening of enzyme
production, among which three isolates from the soil showed high levels of ASNase
activity with low values of GLNase activity: Penicillium sizovae, Penicillium cerradense
and Fusarium proliferatum. The screening of variables that influence ASNase
production evaluated by Plackett-Burman Design revealed that production of the P.
sizovae enzyme was suppressed by carbon sources, while higher concentrations of
carbon increased production by F. proliferatum. As for protein extraction, the
maceration of frozen biomass released 5 times more enzyme from the cells than
sonication. P. sizovae ASNase was partially purified by gel filtration chromatography
followed by ion exchange. The sequence of P. sizovae ASNase was identified
(molecular mass 160 kDa), synthesized in native and partial forms (exclusion of the
signal peptide) and expressed in Komagataella phaffii X-33 with vector pPICZaA,
where its biological activity was preserved intracellularly. This is the first study that
expresses the ASNase of a filamentous fungus in a yeast. This study shows the
potential of fungi from the Brazilian Cerrado as new sources of ASNase with a possible
reduction of side effects for ALL therapy.

Keywords: L-asparaginase; fungi; Brazilian Savanna; acute lymphoblastic

leukemia
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INTRODUCAO

Os principais tipos de cancer em criancas de 0 a 14 anos sdo leucemia
linfoblastica (ou linfocitica, linfoide) aguda (LLA), de cérebro e outros tumores do
sistema nervoso central e neuroblastoma (NCI, 2020b). A maioria das células produz
sua prépria asparagina e ndo precisa obté-la em sua dieta, entretanto algumas células
sanguineas dependem do sangue para o fornecimento de asparagina (GOODSELL,
2005). As células neoplasicas nao sintetizam a L-asparagina ao contrario das células
normais devido a auséncia de L-asparagina sintetase, dependendo assim do
fornecimento deste aminoacido. A L-asparaginase (ASNase) é utilizada como uma
opcao de tratamento padrdao de quimioterapia de inducdo de remissdo para LLA
recém-diagnosticada e como profilaxia de quimioterapia sistémica direta do sistema
nervoso central para LLA de risco padrdo e de alto risco (NCI, 2020b). A L-
asparaginase catalisa a desaminacao de L-asparagina em L-aspartato e amonia. Esta
enzima € amplamente distribuida na natureza, encontrada ndo sé em microrganismos,
mas também em plantas e tecidos de varios animais, como peixes, mamiferos e aves.
No entanto, os microrganismos sdo uma fonte melhor do que animais ou plantas,
considerando sua capacidade de crescer facilmente em substratos simples e baratos
(LOPES; OLIVEIRA-NASCIMENTO; RIBEIRO; TAIRUM et al., 2015).

As preparacfes enzimaticas industrializadas sao obtidas de bactérias, como a
enzima derivada de Escherichia coli nas formas nativa, peguilada e recombinante e a
enzima derivada de Erwinia chrysanthemi (PIETERS; HUNGER; BOOS; RIZZARI et
al., 2011). No entanto, efeitos adversos tais como reac¢des anafilactéides e sindrome
de trombose e hemorragia em criancas com leucemia e linfoma quando a
asparaginase de E. coli e Erwinia foi administrada tém sido relatados desde os anos
80 (EVANS; TSIATIS; RIVERA; MURPHY et al, 1982; PRIEST; RAMSAY;
STEINHERZ; TUBERGEN et al.,, 1982). Relatos de complicagcdes tromboticas
venosas em adultos submetidos a tratamento de indugdo para LLA com L-
asparaginase de E. coli e Erwinia ainda séo reportados (CARUSO; IACOVIELLO; DI
CASTELNUOVO; STORTI et al., 2007). Uma revisao sistematica da eficacia e
seguranca da L-asparaginase peguilada na terapia da LLA em criangcas e
adolescentes foi realizada para compara-la com L-asparaginase nativa de E. coli
(MEDAWAR; MOSEGUI; VIANNA; COSTA, 2020). Dentre os estudos incluidos que
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comparam os dois medicamentos (AVRAMIS; SENCER; PERICLOU; SATHER et al.,
2002; KURTZBERG; ASSELIN; BERNSTEIN; BUCHANAN et al.,, 2011; PLACE;
STEVENSON; VROOMAN; HARRIS et al., 2015), foi observada uma tendéncia
aumentada para hipersensibilidade com PEG-asparaginase, embora o resultado n&o
tenha sido estatisticamente significativo (p = 0,68) entre 0s grupos. A
hipersensibilidade varia desde reacdes alérgicas leves até choque anafilatico e ocorre
em aproximadamente 5-50 % dos pacientes tratados em varios ensaios clinicos
(KEATING; HOLMES; LERNER; HO, 1993). Além disso, algumas asparaginases
industrializadas foram descontinuadas, enquanto outras ndo estdo disponiveis em
todos os paises, tornando a producdo desta enzima importante para atender a
demanda global de medicamentos utilizados como tratamento para LLA.

Nesse cenario, € importante encontrar novas fontes de microrganismos
produtores de L-asparaginase que possam evitar os efeitos colaterais indesejados
obtidos da L-asparaginase bacteriana com coatividade da glutaminase. Sendo assim,
0 presente trabalho tem como objetivo produzir e purificar a L-asparaginase a partir
de microrganismos eucariotos, como os fungos filamentosos isolados do Cerrado do
Centro-Oeste brasileiro, na tentativa de reduzir esses efeitos adversos e abastecer o

mercado nacional com o tratamento para LLA.
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CAPITULO |

Revisao da literatura

1. REVISAO DA LITERATURA

1.1.Leucemia

O céncer é a principal causa de morte por doenca entre criancas. Os tipos mais
comuns de cancer diagnosticados em criancas de 0 a 14 anos sao leucemias, tumores
cerebrais e outros tumores do sistema nervoso central e linfomas (NCI, 2020b). As
leucemias compdem um grupo de neoplasias das células do sangue, caracterizadas
pelo crescimento descontrolado e acumulo de glébulos brancos imaturos da linhagem
mieldide ou linfide. Na leucemia ha um crescimento descontrolado de células
malignas imaturas com a imortalidade de uma célula leucémica semelhante a uma
célula tronco, o que resulta em anemia. Esta peculiaridade leva a um risco aumentado
de infeccbes pelo paciente. A proliferacdo das células leucémicas as levara da medula
O0ssea e circulacdo para a maioria dos tecidos no corpo, incluindo os ganglios
linfaticos, figado, baco, sistema nervoso central (cérebro e medula espinhal) e
testiculos (nos homens) (AVRAMIS, 2012). Outros tipos de cancer que comeg¢am nos
linfécitos sao conhecidos como linfomas (linfoma ndo-Hodgkin ou linfoma de Hodgkin).
Embora leucemias afetam principalmente a medula 6ssea e o sangue, os linfomas
afetam principalmente os ganglios linfaticos ou outros 6rgdos (mas também podem
envolver a medula 6ssea) (ACS, 2018b).

As leucemias podem ser classificadas baseando-se nos tipos de glébulos
brancos que elas afetam: linfoides, também chamadas de linfocitica ou linfoblastica
ou mieloides, também chamadas de mieloblastica, classificadas ainda quanto a
velocidade de evolugéo e gravidade da doenca como forma aguda, que significa que
a leucemia pode progredir rapidamente, ou crénica (INCA, 2020). Existem mais de 12
tipos de leucemia, sendo as quatro principais: leucemia mieloide aguda (LMA),
leucemia mieloide crénica (LMC), leucemia linfocitica cronica (LLC) e LLA. A leucemia
€ 0 cancer mais comum em criangas e adolescentes, sendo responsavel por quase 1
em cada 3 tipos de cancer. A maioria das leucemias infantis sdo LLA, seguido de LMA.

As leucemias cronicas sédo raras em criangas (ACS, 2020).



28

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (Inca), o nimero de casos novos de
leucemia esperados para o Brasil, para cada ano do triénio 2020-2022, sera de 5.920
casos em homens e de 4.890 em mulheres. A mortalidade por leucemia, segundo o
Atlas de Mortalidade por Cancer em 2018, foi de 7.218 mortes, sendo 3.902 homens
e 3.316 mulheres (INCA, 2020). As formas mais frequentes de cancer na infancia e
na adolescéncia sdo as leucemias, principalmente a LLA, sendo também muito
recorrentes os tumores de Sistema Nervoso Central (INCA, 2014). No Brasil, as
leucemias também predominam como tumor mais frequente em criangcas e
adolescentes, onde a regido norte do pais apresentou 0s maiores percentuais para
leucemia (acima de 39 %) e a maior incidéncia ocorreu na faixa etaria de 1 a 4 anos,
com percentual mediano de 31,6 % (INCA, 2008).

1.2.Leucemia linfoblastica aguda

A LLA resulta na produgédo descontrolada de blastos de caracteristicas linféides
e no bloqueio da producdo normal de glébulos vermelhos, brancos e plaquetas. A
doenca se desenvolve a partir dos linfécitos primitivos, que podem se encontrar em
diferentes estagios de desenvolvimento. Na maioria das vezes, a causa da LLA ndo é
evidente, acredita-se que haja alguma relacdo com radiacdo devido ao aumento de
casos no Japado pos-guerra. Os sinais e sintomas incluem cansaco, falta de ar, sinais
de sangramento, infeccbes e febre, podendo ainda acometer o sistema nervoso
causando aumento de ganglios, inflamacéo dos testiculos, vomitos e dor de cabeca.
O tratamento da LLA, realizado com quimioterapia, deve considerar a
imunofenotipagem, a citogenética, a contagem inicial de glébulos, as condicbes
clinicas e o envolvimento ou n&o do sistema nervoso, testiculos e ganglios
(HAMERSCHLAK, 2008).

O risco médio ao longo da vida de uma pessoa de adquirir LLA é de cerca de 1
em 1.000, sendo ligeiramente maior em homens do que em mulheres e maior em
brancos do que em negros. O risco de desenvolver LLA é maior em criangas menores
de 5 anos de idade, diminui lentamente até os 20 anos e comeca a aumentar
novamente apos os 50 anos, em que adultos correspondem a cerca de 4 em cada 10
casos de LLA. Embora a maioria dos casos de LLA ocorra em crian¢as, a maioria das
mortes por LLA (cerca de 4 em 5) ocorre em adultos. As estimativas da American

Cancer Society para LLA nos Estados Unidos para 2020 (incluindo criancgas e adultos)
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sao de cerca de 6.150 novos casos de LLA (3.470 em homens e 2.680 em mulheres)
e cerca de 1.520 mortes por LLA (860 em homens e 660 em mulheres) (ACS, 2018a).
Embora as taxas de mortalidade por cancer nessa faixa etaria tenham diminuido em
65 por cento de 1970 a 2016, o cancer continua sendo a principal causa de morte por
doenca entre criancas. ALL é o cancer mais comum diagnosticado em criancas e
representa aproximadamente 25 % dos diagnosticos de céancer entre criancas
menores de 15 anos. Um pico agudo na incidéncia de LLA é observado entre criancas
de 2 a 3 anos, com taxas diminuindo para menos de 30 casos por 1 milhdo aos 8 anos
de idade (NCI, 2020a). O progresso constante no desenvolvimento de tratamentos
efetivos levou a uma taxa de cura de mais de 80 % em criancas, criando oportunidades
para abordagens inovadoras que preservariam ganhos passados na sobrevivéncia de
pacientes sem leucemia, reduzindo os efeitos adversos dos regimes intensivos atuais
(PUI; ROBISON; LOOK, 2008). O progresso tem sido incremental, a partir da
introducéo da quimioterapia combinada e tratamento do sistema nervoso central para
a leucemia pré-sintomética a regimes de tratamento intensivos mais novos para

pacientes com alto risco de recaida (PUI; EVANS, 1998).

1.3. Tratamento

O tratamento da leucemia é realizado em etapas: 1) inducdo de remissao, que
tem a finalidade de obter a remissdo completa, ou seja, um estado de aparente
normalidade apds a poliquimioterapia; 2) consolidacdo, que consiste em tratamento
intensivo com quimioterapicos ndo empregados anteriormente; 3) reinducao,
caracterizada pela repeticdo dos medicamentos usados na fase da remissao; e 4)
manutencdo, em que o tratamento é mais brando e continuo por varios meses (INCA,
2020). As principais classes de drogas citotdxicas direcionadas as leucemias (Tabela
1) incluem agentes alquilantes, antimetabdlitos, antraciclinas e inibidores da
topoisomerase, que tém como alvo danificar o DNA, enquanto os inibidores mitoticos
tém como alvo a mitose e interrompem a diviséo celular, e as asparaginases inibem a
sintese de proteinas (AVRAMIS, 2012).
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Tabela 1 - Principais classes de drogas citotoxicas direcionadas as leucemias
Classe de drogas citotoxicas Medicamentos

Agentes alquilantes ciclofosfamida

Corticosteroides prednisona, prednisolona, dexametasona,
hidrocortisona

Antimetabdlitos citarabina (citosina arabinésido ou ara-C),
metotrexato ~ (MTX),  5-fluorouracilo  (5-FU),

gemcitabina, 6-mercaptopurina (6-MP), 6-tioguanina

(6-TG)
Antraciclinas e inibidores da adriamicina, daunorrubicina (daunomicina),
topoisomerase doxorrubicina (adriamicina), idarrubicina, Vp-16,
mitoxantrona, etoposideo e congéneres

relacionados
Inibidores mitoticos vincristina, taxanos

Inibidores de proteinas L-asparaginase, pegaspargase

Fonte: (ACS, 2019; AVRAMIS, 2012)

A asparaginase estd listada na 212 Lista de Medicamentos Essenciais da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (OMS, 2019b) e 72 Lista Modelo de
Medicamentos Essenciais da OMS para Criancas (OMS, 2019a) de 2019 como
medicamento citotéxico para LLA. Entre outros medicamentos, como vincristina,
corticosteroide e quimioterapia intratecal, a L-asparaginase € utilizada como uma
opcado de tratamento padrdo de quimioterapia de inducdo de remissdao para LLA
recém-diagnosticada (NCI, 2020b).

1.4.L-asparaginase

As células exigem um fornecimento constante do aminoacido asparagina para
sintetizar proteinas. A maioria das células usa a asparagina sintetase, uma enzima
composta de duas subunidades idénticas, para sintetizar a sua propria asparagina.
Em humanos, esta enzima usa a glutamina para fornecer a amina e adiciona-la ao
aspartato, formando o grupo amida caracteristico da asparagina (Figura 1A)

(GOODSELL, 2005). Entretanto, as células neoplasicas ndo podem sintetizar a L-
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asparagina devido a auséncia de L-asparagina sintetase. Estas células obtém a
asparagina necessaria para o seu metabolismo do sangue.

A L-asparaginase (EC.3.5.1.1, L-asparagina amidohidrolase) catalisa a
deaminacédo de L-asparagina em L-aspartato e amonia. A enzima bacteriana utilizada
como tratamento para LLA € composta de quatro subunidades idénticas, um
tetramero, que apresenta um sitio ativo capaz de ligar o substrato asparagina e usar
um aminodacido treonina para realizar a reacdo de clivagem (Figura 1B). L-
asparaginase também utiliza a glutamina como substrato, clivando o seu grupamento
amina a uma taxa mais lenta, sendo esta determinada como a atividade glutaminase
da enzima (GOODSELL, 2005). Esta enzima é amplamente distribuida na natureza,
encontrada ndo sé em microrganismos, mas também em plantas e tecidos de varios
animais, como peixes, mamiferos e aves (figado, pancreas, cérebro, ovéario ou
testiculos, rins, baco e pulmdes). No entanto, os microrganismos sdo uma fonte mais
importante de L-asparaginase do que animais ou plantas, considerando sua
capacidade de crescer facilmente em substratos simples e baratos, podem ser
cultivados facilmente e a extracédo e purificacdo de L-asparaginase a partir destes
microrganismos sao convenientes, possibilitando a producdo em larga escala
(ASTHANA; AZMI, 2003; LOPES; OLIVEIRA-NASCIMENTO; RIBEIRO; TAIRUM et
al., 2015).

Figura 1 - Asparagina sintetase (A) e asparaginase (B) de origem bacteriana com asparagina no sitio
ativo (em vermelho) utilizando o aminoacido treonina (em verde) para realizar a reacéo de clivagem.
Fonte: (GOODSELL, 2005)
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As primeiras evidéncias da atividade inibitéria tumoral de L-asparaginase foram
descritas nas décadas de 50 e 60. Em 1953, Kidd et al. descreveram a acéo inibitoria
do soro de porquinho-da-india nas células de trés linfomas transplantaveis de
camundongos e ratos in vivo (KIDD, 1953a; b). Em 1961, Broome estudou a inducéo
da resisténcia da linhagem celular tumoral 6C3HED crescidas em cultivo de tecido ao
soro de porquinho-da-india, e comparou diretamente a atividade de L-asparaginase
em varias preparagbes de soro de porquinho-da-india com suas propriedades
inibitérias tumoral, evidenciando que a atividade L-asparaginase do soro de
porquinho-da-india é responsavel pelo efeito anti-linfoma (BROOME, 1961). Como a
identificacdo da enzima obtida pelo porquinho-da-india por tras da atividade da L-
asparaginase se mostrou dificil, procurou-se enzimas de outra fonte (RIGOUIN;
NGUYEN; SCHALK; LAVIE, 2017).

Os estudos da atividade L-asparaginase em microrganismos iniciaram quando
Mashburn et al. em 1964 compararam os efeitos da asparaginase de E. coli e soro de
porquinho-da-india em dois tumores de camundongos, demonstrando que o tumor
sensivel ao soro é também inibido pela asparaginase de E. coli (MASHBURN;
WRISTON, 1964). Em 1966, Roberts et al. isolaram asparaginase de E. coli, a qual foi
capaz de causar regressao completa do linfoma Gardner 6C3HED em camundongos
(ROBERTS; PRAGER; BACHYNSKY, 1966). No ano seguinte, Boyse et al. afirmaram
que a L-asparaginase de E. coli é tao ativa quanto o soro do porquinho-da-india contra
leucemias sensiveis ao soro (BOYSE; OLD; CAMPBELL; MASHBURN, 1967).

Em 1966, Schwartz et al. descobriram que, dependendo das condi¢des de
crescimento, as células de E. coli podem expressar um ou dois tipos de asparaginase,
devido a duas enzimas distintas expressas por E. coli, que diferem em vérias
propriedades, mais significativamente nas suas afinidades para a L-asparagina. A
enzima com maior afinidade inibiu os linfomas em camundongos de forma relevante,
enquanto a asparaginase com menor afinidade foi ineficaz, concluindo que a afinidade
da asparaginase pelo seu substrato esta relacionada ao seu grau de eficacia contra
tumores sensiveis (SCHWARTZ; REEVES; BROOME, 1966). Embora seja
amplamente distribuida na natureza, nem todas as fontes de L-asparaginase possuem
atividade antitumoral. Atualmente, é sabido que E. coli pode expressar trés L-
asparaginases, conhecidas como tipo I, Il e lll, e que apenas a do tipo Il possui a
propriedade necessaria para uso clinico capaz de esgotar a L-asparagina no sangue,

ou seja, um Kwm para L-asparagina na faixa micromolar baixa, cuja propriedade esta
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presente nas L-asparaginases de E. coli (Km 15 pM) e E. chrysanthemi (Km 48 pM)
(NGUYEN; SU; LAVIE, 2016; RIGOUIN; NGUYEN; SCHALK; LAVIE, 2017).

A L-asparaginase Il, eficaz contra o crescimento tumoral, € uma enzima
localizada superficialmente, situada no espacgo periplasmético entre a membrana
plasmatica bacteriana e a parede celular, ndo sendo liberada extracelularmente no
meio de cultivo durante o crescimento normal (CEDAR; SCHWARTZ, 1967). O espaco
periplasmatico € um compartimento polivalente separado do citoplasma, cujo
ambiente redutor distinto permite mecanismos mais eficientes e diversos de oxidacao,
dobramento e controle de qualidade de proteinas (MILLER; SALAMA, 2018). A
estrutura da parede celular de bactérias Gram-negativas consiste em uma fina
camada de peptideoglicano no espaco periplasmético entre as membranas lipidicas
interna e externa, onde esta Ultima contém lipopolissacarideos (Figura 2). A estrutura
da parede celular dos fungos € organizada em uma Unica membrana plasmatica,
cercada por uma parede celular que consiste de varias camadas dos polissacarideos
quitina, B-glucana e manana (na forma de manoproteinas) (BROWN; WOLF;
PRADOS-ROSALES; CASADEVALL, 2015; CASADEVALL; NOSANCHUK;
WILLIAMSON; RODRIGUES, 2009) (Figura 3). Dunlop et al. e Ferrara et al. relataram
a presenca de L-asparaginase I, uma glicoproteina da parede celular lozalizada no
espaco periplasmatico, a partir da levedura Saccharomyces cerevisiae, cuja atividade
foi mensurada pela reacdo de hidroxilamindlise (DUNLOP; MEYER; ROON, 1980;
FERRARA; SEVERINO; VALENTE; PERALES et al., 2010).

Figura 2 - Estrutura da parede celular de bactérias Gram-negativas (A) e fungos (B). Fonte: (BROWN;

WOLF; PRADOS-ROSALES; CASADEVALL, 2015)
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Figura 3 - Parede celular dos fungos. Fonte: (CASADEVALL; NOSANCHUK; WILLIAMSON;
RODRIGUES, 2009)
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A L-asparaginase tem sido utilizada na clinica desde a década de 1960,
administrada via endovenosa ou intramuscular, como um componente principal na
terapia de LLA, quando reconheceu-se que uma dose Unica de asparaginase pode
atingir a remissé&o por 60 dias em 65 % das criangas com LLA (PUI, 2012; RIZZARI,
CONTER; STARY; COLOMBINI et al., 2013). Niveis séricos de atividade da enzima
asparaginase de mais de 0,1 Ul/mL foram associados a deplecdo de asparagina
sérica (NCI, 2020a). A L-asparaginase € um biofarmaco, sendo produzida a partir de
microrganismos. As formulagfes enzimaticas industrializadas incluem asparaginase
bacteriana nativa de Escherichia coli, comercializadas como: Crasnitin® da Bayer,
Elspar® da Ovation Pharmaceuticals, Kidrolase® da EUSA Pharma, Leunase® da
Sanofi-Aventis e Asparaginase medac® da Kyowa Hakko; asparaginase derivada de
Erwinia chrysanthemi (crisantaspase), nomeada de Erwinase® da EUSA Pharma
(PIETERS; HUNGER; BOOS; RIZZARI et al., 2011); asparaginase recombinante de
E. coli comercializada como Spectrila® fabricada por Rentschler Biopharma SE
(Laupheim, Alemanha) e importada e registrada por Laboratérios Bagé do Brasil S/A;
asparaginase peguilada (pegaspargase, Peg-asparaginase), L-asparaginase derivada
de E. coli conjugada covalentemente com monometoxipropilenoglicol sob nome
comercial Oncaspar® fabricada por Exelead, Inc. (Indianapolis, Estados Unidos da
América) e importada e registrada por Laboratérios Servier do Brasil Ltda.; e
Calaspargase Pegol-mknl, aprovada em dezembo de 2018 pelo Food and Drug
Administration (FDA), cuja formulacdo € semelhante em estrutura a pegaspargase,
exceto com um ligante diferente entre a enzima L-asparaginase e a porcao
polietilenoglicol (PEG), resultando em uma meia-vida mais longa (LI; JIN; LIU; CAO et
al., 2020).
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As principais toxicidades associadas ao uso de asparaginase estao
relacionadas a sua inibicdo da sintese proteica e mecanismos de hipersensibilidade,
em que esta ocorre em aproximadamente 5-50% dos pacientes tratados em varios
ensaios clinicos (KEATING; HOLMES; LERNER; HO, 1993). As manifestacdes
clinicas das reacdes de hipersensibilidade incluem anafilaxia; reacdes alérgicas;
edema; doenca do soro; broncoespasmo; urticaria e erupcao cutanea; prurido e
inchaco das extremidades; eritema - local ou generalizado; outras reacgbes
clinicamente relacionadas. Outras toxicidades incluem toxicidade de orgéaos,
pancreatite e hiperglicemia relacionada, glicosuria, cetoacidose, disfuncdo hepatica,
disfuncéo cerebral, sintese protéica diminuida, hipoalbuminemia, hipofibrinonemia,
estado hipercoagulavel — coagulopatias e alteracdo de fatores de coagulacéo
(antitrombina 1ll) (AVRAMIS, 2012).

Esses problemas podem ser abordados, em parte, escondendo a enzima do
sistema imunoldgico, cobrindo-a com uma camada de moléculas neutras de PEG
(GOODSELL, 2005). A modificagdao da enzima com uma ligacdo covalente de PEG
esta menos propensa a causar a formacao de anticorpos, com meia-vida prolongada,
se tornando menos imunogénica que as asparaginases de E. coli e Erwinia
(KEATING; HOLMES; LERNER; HO, 1993). Sua posologia recomendada em bula é
de 2500 U de pegaspargase (equivalentes a 3,3 mL de Oncaspar)/m? de area de
superficie corpérea a cada 14 dias em pacientes com area de superficie corporea =
0,6 m? e com idade menor ou igual a 21 anos e 82,5 U de pegaspargase (equivalentes
a 0,1 mL de Oncaspar)/kg de peso corpéreo a cada 14 dias em criancas com area de
superficie corpérea < 0,6 m?. A posologia recomendada em adultos com idade
superior a 21 anos é de 2000 U de pegaspargase (equivalente a 2,67 mL de
Oncaspar)/m? area de superficie corpérea a cada 14 dias. Entretanto, algumas
reacOes adversas graves sao descritas na bula do medicamento, que incluem:
anafilaxia e reagOes graves de hipersensibilidade, trombose grave, pancreatite,
intolerancia a glicose, coagulopatia, hepatotoxicidade e funcdo hepéatica anormal,
efeitos no sistema nervoso central, mielossupresséo e hiperamonemia (SERVIER,
2020).

Embora a peguilacdo da asparaginase estenda sua meia-vida bioldgica, ela
pode ser responsavel pela alta incidéncia de hiperamonemia sintomatica em criancas
com LLA recebendo PEG-asparaginase devido a superproducdo de amodnia por
hidrélise de asparagina e glutamina no plasma (HEITINK-POLLE; PRINSEN; DE
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KONING; VAN HASSELT et al., 2013). Um ensaio clinico randomizado comparou a
toxicidade e eficacia relativas de PEG-asparaginase intravenosa (15 doses de 2.500
Ul/m? a cada duas semanas) e L-asparaginase nativa de E. coli intramuscular (30
doses de 25.000 Ul/m? semanalmente) em criangcas com LLA recém-diagnosticada.
N&o foi observada diferenca estatisticamente significativa (p = 0,06) quanto a
frequéncia geral de toxicidades relacionadas a asparaginase entre os pacientes no
grupo de PEG-asparaginase intravenosa (65/232 pacientes [28 %]) e os pacientes no
grupo L-asparaginase de E. coli intramuscular (59/231 pacientes [26 %]) ou na
frequéncia individual de alergia (p = 0,36), pancreatite (p = 0,55) ou complicacdes
trombadticas ou hemorragicas (p = 0,26). Os eventos adversos mais comuns de grau
3 ou piores foram infec¢des bacterianas ou fungicas (47/232 pacientes [20 %] no grupo
de PEG-asparaginase intravenosa vs 51/231 pacientes [22 %] no grupo de L-
asparaginase E. coli intramuscular) e reacdes alérgicas relacionadas a L-
asparaginase (14 [6 %] vs 6 [3 %]). A sobrevida livre de doenca em 5 anos nao foi
estatisticamente significativa (p = 0,58) entre os pacientes designados para PEG-
asparaginase intravenosa (90 %, IC95 % 86-94) e aqueles designados para L-
asparaginase de E. coli intramuscular (89 %, IC95 % 85-93). Ansiedade foi
significativamente mais relatada pelos pacientes e pais no grupo L-asparaginase
nativa de E coli intramuscular do que no grupo PEG-asparaginase intravenoso
(PLACE; STEVENSON; VROOMAN; HARRIS et al., 2015).

A L-asparaginase de Erwinia é normalmente usada em pacientes que tiveram
alergia a L-asparaginase de E. coli nativa ou peguilada (NCI, 2020a). Entretanto, a
meia-vida da L-asparaginase de Erwinia (0,65 dias) é muito menor do que a da E. coli
nativa (1,2 dias) ou da peguilada (5,7 dias) (ASSELIN; WHITIN; COPPOLA; RUPP et
al., 1993). Portanto, a meia-vida mais curta da preparacdo de Erwinia requer uma
administragcdo mais frequente para atingir deplecéo de asparagina adequada (NClI,
2020a). Ainda assim, efeitos adversos foram relatados com o uso da L-asparaginase
de Erwinia. Ao avaliar a incidéncia e caracteristicas clinicas de reacdes anafilactoides
da asparaginase intravenosa em criancas com leucemia e linfoma, Evans et al.
revelaram que 14,8 % dos pacientes (29/196) que receberam asparaginase de E. coli
apresentaram uma reacdo anafilactéide enquanto 14 % dos pacientes (7/49) que
receberam asparaginase de Erwinia apresentaram uma reacao anafilactéide (EVANS;
TSIATIS; RIVERA; MURPHY et al., 1982). Adicionalmente, a formacéo de anticorpos

anti-Erwinia asparaginase e a alteragdo subsequente da farmacocinética da
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asparaginase de Erwinia durante terapia intravenosa e intramuscular foi reportada
(ALBERTSEN; SCHRODER; JAKOBSEN; AVRAMIS et al., 2002).

Outro fator que contribui para os efeitos colaterais toxicos associados a
asparaginase é a atividade da glutaminase. A atividade glutaminase da L-
asparaginase pode causar efeitos adversos como reacdo alérgica, pancreatite,
anormalidades na coagulacao, alcalose respiratoria, hiperglicemia, nausea e vomito
(CACHUMBA; ANTUNES; PERES; BRUMANO et al.,, 2016; WARRELL; CHOU;
GORDON; TAN et al., 1980). A atividade da glutaminase demonstrou ser importante
para o tratamento eficaz em linhas leucémicas que expressam asparagina sintetase,
engquanto que apenas a atividade L-asparaginase seria necessaria para a linha que
nao expressa asparagina sintetase (CHAN; LORENZI; ANISHKIN; PURWAHA et al.,
2014). Certos aminoacidos ndo essenciais, como L-glutamina (GIn) e L-asparagina
(Asn), que sado necessarios para a funcdo neuronal e sobrevivéncia de células
malignas, estdo em grande demanda para a biossintese de proteinas e como fontes
de carbono e nitrogénio em condi¢gbes altamente proliferativas (AVRAMIS, 2012).
Além disso, certas células do corpo podem ser sensiveis a uma deficiéncia de
glutamina como ac¢éo da glutaminase, portanto a presenca de glutaminase destroi a
glutamina necessaria para o crescimento das células normais (GREENBERG,;
BLUMENTHAL; RAMADAN, 1964). Entre as formulacfes de asparaginase relatadas,
existem asparaginases com atividade de glutaminase ndo detectada, outras com
atividade baixa a moderada e outras com atividades de glutaminase aumentadas. Das
trés asparaginases licenciadas pelo FDA dos EUA, todas elas produtos de
fermentacao, as asparaginases de E. coli tém atividade de glutaminase relativamente
baixa, enquanto as asparaginase de Erwinia ttm uma porgcédo de glutaminase mais
alta, aproximadamente 10 vezes maior que a de E. coli e, portanto, Km € Vmax mais
favoraveis a desaminacédo da glutamina (AVRAMIS, 2012). Hiperamonemia (grau 3/4)
foi encontrada apenas em pacientes tratados com Erwinia asparaginase (9 %) e em
nenhum dos pacientes tratados com PEG-asparaginase em um estudo prospectivo
acerca da incidéncia e o curso clinico de eventos adversos durante 0 uso muito
prolongado de asparaginase em relacdo aos niveis de atividade da asparaginase em
criancas com LLA (TONG; PIETERS; DE GROOT-KRUSEMAN; HOP et al., 2014), o
que esta relacionado com a atividade de glutaminase da asparaginase de Erwinia.
Adicionalmente, em niveis elevados, a glutamina é de fato um agente nocivo, pois

grande parte da glutamina recentemente sintetizada ¢é subsequentemente
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metabolizada na mitocondria pela glutaminase ativada por fosfato, produzindo
glutamato e amodnia. Dessa forma, a glutamina é transportada em excesso do
citoplasma para a mitocondria, servindo como um transportador de amonia, a qual
interfere na funcdo mitocondrial dando origem a producao excessiva de radicais livres
e inducao da transicdo de permeabilidade mitocondrial, dois fenébmenos conhecidos
por causar disfuncdo dos astrdcitos, incluindo o inchaco celular (ALBRECHT,;
NORENBERG, 2006). Uma vez que varios relatos sugerem que a deplecdo de
glutamina se correlaciona com muitos dos efeitos colaterais desses biofarmacos,
variantes enzimaticas com coatividade reduzida de glutaminase podem ser
clinicamente benéficas se sua atividade antileucémica for preservada (NGUYEN; SU;
ZHANG; ANTANASIJEVIC et al., 2018).

Na busca de novas fontes microbianas de L-asparaginase, os fatores
significativos para o uso bem-sucedido da enzima incluem alta afinidade para seu
substrato asparagina, menos efeitos colaterais, nenhuma reagdo imunolégica e
depuracdo plasmatica lenta (meia-vida prolongada) para minimizar a frequéncia de
administragao (SOUZA; DE FREITAS; CARDOSO; PESSOA et al., 2017). A busca de
outras fontes de asparaginase como organismos eucariéticos pode levar a uma
enzima com menos efeitos adversos (SARQUIS; OLIVEIRA; SANTOS; COSTA,
2004). Devido a sua natureza eucarittica, as espécies de fungos tém a capacidade
de replicar os efeitos das células humanas e podem ser usadas no tratamento do
cancer com melhor sucesso do que outros microrganismos (ASHOK; DORIYA; RAO;
QURESHI et al., 2019).

As versdes das L-asparaginases humanas do tipo selvagem conhecidas néo
sao substitutos adequados para as enzimas bacterianas usadas clinicamente, pois
possuem um valor de Ku muito alto para L-asparagina (RIGOUIN; NGUYEN;
SCHALK; LAVIE, 2017). Cantor et al. (2009) observaram que o perfil de atividade da
proteina 1 do tipo asparaginase humana (hASRGL1) é muito semelhante ao das
enzimas designadas como isoaspartil aminopeptidases com atividade secundaria de
L-asparaginase, classificada como a familia de B-aspartil peptidase (EC 3.4.19.5), cujo
conjunto de enzimas exibe Ku de L-asparagina na faixa milimolar (CANTOR; STONE;
CHANTRANUPONG; GEORGIOU, 2009). A enzima deve ter um Km de L-asparagina
na faixa micromolar para ser clinicamente relevante, tendo em vista que a
concentracdo fisiologica de L-asparagina no sangue € em média 50 uM
(OLLENSCHLAGER; ROTH; LINKESCH; JANSEN et al., 1988).
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Além da utilizacdo como medicamento antitumoral, a aplicacdo da
asparaginase fornece um possivel método alternativo para mitigacdo de acrilamida
que deve ter um efeito muito limitado na formacdo geral de produtos Maillard. A
asparaginase pode reduzir seletivamente o nivel de asparagina livre removendo
especificamente um dos precursores essenciais de acrilamida. A via predominante de
formacdo da acrilamida é através da reacdo de Maillard entre o aminoacido
asparagina e os acucares redutores. O escurecimento ndo enzimatico geralmente
ocorre em temperaturas acima de 100°C e sao responsaveis pela coloracdo e
desenvolvimento de sabor de alimentos fritos e cozidos (HENDRIKSEN;
KORNBRUST; OSTERGAARD; STRINGER, 2009). Comercialmente, existem duas
preparacdes de asparaginase derivadas de fungos usadas pela industria de alimentos:
PreventASe® foi lancado em 2007 pela DSM (Heerlen, Holanda) e é uma forma
recombinante da enzima derivada de Aspergillus niger; Acrylaway® é o nome
comercial de uma asparaginase nativa obtida de Aspergillus oryzae e é fabricada pela
Novozymes S/A (Bagsvaerd, Dinamarca) (XU; ORUNA-CONCHA; ELMORE, 2016).

1.5.L-asparaginase no mercado brasileiro

Algumas  formulacbes de  asparaginases industrializadas  foram
descontinuadas, enquanto outras nao estéo disponiveis em todos os paises, tornando
a producdo desta enzima importante para atender a demanda nacional de
medicamentos utilizados como tratamento para LLA. No Brasil, a L-asparaginase fez
parte da Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais (Rename) como outros
agentes citotoxicos, classificados em Medicamentos utilizados no manejo das
neoplasias até 2010, poréem nao consta nas relacbes de 2013 até 2020 (BRASIL,
2020b).

Em Nota Informativa Conjunta e nota oficial divulgada no site Portal Da Saude,
0 Ministério da Saude (MS) esclareceu que até 2012 a L-asparaginase era comprada
pelos servicos do Sistema Unico de Saude (SUS) habilitados em oncologia. A
empresa fornecedora do medicamento, Laboratorios Bag6 do Brasil S/A, detinha os
direitos de comercializagédo do produto Elspar da empresa Merck Sharp & Dohme
Farmaceutica LTDA (numero de registro 100290146, vencimento em 05/2012), porém
em 2011 esta transferiu a tecnologia de producédo para a empresa Lundbeck INC, que,

por sua vez terceirizou a producgao para a Oso Biopharmaceutical. Em agosto de 2012,
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esta empresa anunciou que suspenderia a producdo da L-asparaginase Elspar
(numero de registro 156260015, vencimento em 09/2013). Na época, 0 medicamento
estava na lista dos antineoplasicos que sdo comprados centralizadamente pelo MS e
distribuidos aos hospitais por meio das secretarias estaduais de saude.

Em 2013, o MS, em parceria com a Sociedade Brasileira de Oncologia
Pediatrica, assumiu a compra do medicamento ap6s a distribuidora brasileira ter
comunicado ao governo que a fabricacdo por empresa internacional havia sido
interrompida. Foram investidos R$ 17,6 milhdes na compra de 52.300 frascos
para suprir toda a demanda nacional pelo tratamento por um ano (BRASIL, 2013). Em
2013 e 2014 o MS adquiriu a L-asparaginase Aginasa®, produzida pela Medac
Alemanha representada no Brasil pelos Laboratérios Bagé do Brasil S/A, a qual ndo
possuia registro na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) devido a
indeferimento desta pela auséncia de estudos clinicos para demonstracdo de
seguranca e eficacia. Diante da indisponibilidade do medicamento no mercado
brasileiro e do risco de desabastecimento, o MS importou a L-asparaginase conforme
determina a legislacdo nacional para atender a uma demanda emergencial de seis
meses (BRASIL, 2018b). Na auséncia de uma empresa com registro no Brasil, em
abril de 2016, uma cotacao internacional foi realizada, conforme a legislacdo, para a
aquisicdo emergencial do medicamento. A empresa Xetley, representante legal no
Brasil do laboratério chinés Beijing S L Pharmaceutical Co, venceu a licitacdo ao
oferecer menor preco do medicamento Leuginase, pois apresentou um valor 34,21 %
inferior ao da ultima aquisi¢cao conforme lei de licitacbes (BRASIL, 2017a; b). Até 2017
o0 MS repassava mensalmente um valor médio da quimioterapia dos pacientes com
LLA, que dura cerca de trés anos.

Em janeiro de 2018 foi anunciado um novo modelo: a responsabilidade de
compra do medicamento retornaria aos hospitais oncolégicos. O pagamento é
correspondente a cada etapa desse tratamento dividido por fases (inducéo,
consolidacgéo, intensificacdo e manutencao), em geral mais caro nas fases iniciais.
Tendo em vista que o calculo leva em conta o valor dos medicamentos utilizados e o
custo do atendimento realizado, esse € compativel com o preco registrado da Peg-
asparaginase, que foi aprovada para registro na Anvisa e precificacdo pela Camara
de Regulacdo do Mercado de Medicamentos no segundo semestre de 2017 (BRASIL,
2018a; MS, 2017). Cada ampola de Pegaspargase (750 U/mL, frasco de 5 mL) custa
R$ 5.387,83 (BRASIL, 2020a). As formulacdes que atualmente possuem registro
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valido no Brasil pela Anvisa sdo a asparaginase Spectrila (Laboratérios Bago do Brasil
S/A, numero de registro 156260031, vencimento em 01/2029) e pegaspargase
Oncaspar (Laboratoérios Servier do Brasil LTDA, numero de registro 112780076,
vencimento em 06/2027).

Tendo em vista 0 exposto acima, este trabalho tem como objetivo o estudo da
producao e purificacdo de L-asparaginase a partir de fungos filamentosos isolados do
Cerrado do Centro-Oeste Brasileiro como uma alternativa as asparaginase
bacterianas. A producdo dessa enzima a partir de espécies derivadas desse hotspot
global de biodiversidade pode reduzir potencialmente os efeitos colaterais em
pacientes devido a sua origem eucariotica e baixa atividade da glutaminase. Assim, a
identificacdo de novas fontes dessa proteina de importancia para a sociedade, para
uso na area da satude como melhoraria no tratamento de pacientes, leva a um avango

nas aplicacfes terapéuticas.
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OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo principal avaliar o potencial

biotecnoldgico de fungos filamentosos isolados de diferentes amostras do Cerrado do

Centro-Oeste brasileiro, frente a producdo da enzima L-asparaginase. Para que o

objetivo proposto fosse alcancado, 0s seguintes objetivos especificos foram

estabelecidos:

a)

b)

Realizar a triagem qualitativa em meio solido para a producdo de L-
asparaginase dos fungos isolados do solo e fungos endofiticos isolados do
Cerrado do Centro-Oeste Brasileiro;

Realizar a triagem quantitativa em cultivo submerso para a producédo de L-
asparaginase dos fungos isolados do solo e fungos endofiticos isolados do
Cerrado do Centro-Oeste Brasileiro;

Otimizar a producdo em meio liquido utilizando planejamento estatistico;
Purificar a L-asparaginase do fungo selecionado como melhor produtor;
Identificar o gene da L-asparaginase do fungo selecionado: extrair e manipular
o DNA genbmico e amplificar as regides do DNA ribossémico; e

Clonar o gene da L-asparaginase do fungo selecionado a partir do DNA
gendmico por técnicas moleculares e analisar a sequéncia, bem como obter
esses genes sintéticos com cdédons otimizados para expressdo na levedura

Komagataella phaffii.



43

CAPITULO II

Processamento upstream da L-asparaginase

1. INTRODUCAO

O reino fungi € constituido de fungos, organismos eucariotos, heterotréficos
unicelulares (leveduras) ou pluricelulares. Diferentes fungos produzem L-
asparaginase, que possui potencial no tratamento da leucemia. Para isto, as
condicdes de crescimento precisam ser otimizadas para melhorar o rendimento da
enzima, a atividade e a forma de expressdo da L-asparaginase para reduzir as
caracteristicas hidroliticas da L-glutamina (SOUZA; DE FREITAS; CARDOSO;
PESSOA et al., 2017). A producdo de L-asparaginase por fungos é relatada na
literatura principalmente por espécies dos géneros Aspergillus, Fusarium e

Penicillium, conforme apresentado na Tabela 2.
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(continua)

Cultivo Espécie

Isolado

Autor

CS
CS
FES
CS
FES
FES
CS
CS
CS

CS

FES

CS

FES

CS

CS

Aspergillus sp. IBBLA3

> > > >» > > > >

>

A.

A.

. nidulans

. niger

. higer

. higer C4

. niger LBA 02

. niger IBBLA2

. ochraceus

. oryzae CCT 3940

. terreus

terreus

terreus MTCC 1782

Cladosporium sp.

Coprinopsis cinerea
IBBLA4
Coprinopsis sp. IBBLAS

solo/musgo antartico
NI

NI

amostra de agua
solo

NI

solo/musgo antéartico
NI

NI

solo marinho

solo

NI

NI

solo/musgo antartico

solo/musgo antartico

(ASHOK; DORIYA; RAO; QURESHI et al., 2019)

(DRAINAS; KINGHORN; PATEMAN, 1977)

(MISHRA, 2006)

(AKILANDESWARI; KAVITHA; VIJAYALAKSHMI, 2012)
(UPPULURI; DASARI; SAJJA; JACOB et al., 2013)

(DIAS; DE CASTRO; OHARA; NISHIDE et al., 2015)
(ASHOK; DORIYA; RAO; QURESHI et al., 2019)

(YADAV: SARKAR, 2014)

(DIAS; SATO, 2016)

(BALASUBRAMANIAN: AMBIKAPATHY: PANNEERSELVAM,
2012)

(SIDDALINGESHWARA; LINGAPPA, 2011)

(BASKAR; RENGANATHAN, 2009a; 2012; BASKAR: SRIHARINI;
SRIPRIYA; RENGANATHAN, 2010)

(MOHAN KUMAR; RAMASAMY; MANONMANI, 2013)

(ASHOK; DORIYA; RAO; QURESHI et al., 2019)

(ASHOK; DORIYA; RAO; QURESHI et al., 2019)
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(continuacao)

Cultivo Espécie Isolado Autor
Cylindrocarpon
NI _ solo (RAHA; DEY; ROY; CHAUDHURI et al., 1990)
obtusisporum MB-10
_ rizomas de Curcuma
CS Eurotium sp. (JALGAONWALA; MAHAJAN, 2014)
longa
NI Flammulina velutipes NI (EISELE; LINKE; BITZER; NA’'AMNIEH et al., 2011)
] talo de Sargassum (THIRUNAVUKKARASU; SURYANARAYANAN; MURALI,
NI Fusarium sp. o
wightii RAVISHANKAR et al., 2011)
_ folha de mamé&o Carica
CS Fusarium sp. (SMGR-F1) (KUMAR; SEDOLKAR; TRIVENI; KUMAR et al., 2016)
papaya
CS F. culmorum solo tropical (MEGHAVARNAM; JANAKIRAMAN, 2015)
FES F. equiseti NI (HOSAMANI; KALIWAL, 2011)
FES F. moniliforme NI (TIPPANI; SIVADEVUNI, 2012)
CS F. oxysporum NI (YADAV; SARKAR, 2014)
FES F.. oxysporum NI (CHANAKYA; NAGARJUN; SRIKANTH, 2011)
CS F. oxysporum (MKS1) plantas da Malasia (CHOW,; TING, 2015)
_ Tinospora cordifolia
CS F. solani _ (UZMA; MURTHY K.; SRINIVAS, 2016)
(willd.)
NI F. tricinctum NI (SCHEETZ; WHELAN; WRISTON, 1971)
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Cultivo Espécie

Isolado

Autor

NI

CS

CS

CS
CS
CS

CS

CS

CS

NI

CS

Mucor sp.

M. hiemalis

P. brevicompactum NRC
829

P. citrinum

P. cyclopium

P. digitatum

P. simplicissimum
(PBL13)

Rhizopus sps
Talaromyces pinophilus

Trichoderma viride Pers:
SF Grey

Trichosporon asabhii
IBBLAL

esponja marinha
Spirastrella sp.
solo

NI

NI
NI
NI

plantas da Malasia

NI
rizomas de plantas da

familia Zingiberaceae

solo marinho

solo/musgo antartico

(MOHAPATRA,; BAPUJI; BANERJEE, 1997)
(THAKUR; LINCOLN; NIYONZIMA; MORE, 2014)
(ELSHAFEI; HASSAN; ABOUZEID; MAHMOUD et al., 2012)

(YADAV; SARKAR, 2014)
(SHAFEI; EL-REFAI;: MOSTAFA; EL-REFAI et al., 2015)
(SHRIVASTAVA; KHAN; SHRIVASTAV; JAIN et al., 2012)

(CHOW; TING, 2015)
(YADAV; SARKAR, 2014)

(KRISHNAPURA, P. R.; BELUR, P. D., 2016)

(LINCOLN; NIYONZIMA; MORE, 2015)

(ASHOK; DORIYA; RAO; QURESHI et al., 2019)

CS: cultivo submerso; FES: fermentacdo em estado sélido; NI: ndo informado (concluséo)
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Na Tabela 2 pode ser observado que os fungos produtores de L-asparaginase
podem ser isolados de amostras de agua, de plantas, do solo marinho e terrestre. O
isolamento de fungos de ambientes extremos pode levar a um avango importante em
aplicagcbes terapéuticas com menos efeitos colaterais, tendo em vista que seus
mecanismos de adaptacéo incluem a secrecdo de proteinas especificas para sua
protecao, atividade enzimatica elevada em temperaturas extremas e seus sitios ativos
s80 maiores e mais acessiveis aos substratos. Fungos produtores de L-asparaginase
livre de glutaminase e urease foram isolados de locais extremos de solo e musgo
antartico (ASHOK; DORIYA; RAO; QURESHI et al.,, 2019). A producdo de L-
asparaginase por fungos filamentosos isolados no Brasil foi reportada (SARQUIS;
OLIVEIRA; SANTOS; COSTA, 2004). A triagem de fungos filamentosos produtores de
L-asparaginase isolados do bioma Caatinga brasileira foi realizada, em que a espécie
Aspergillus terreus S-18 foi selecionada por ter apresentado a melhor razdo L-
asparaginase/Glutaminase dentre as estirpes testadas, significando que a afinidade
de L-asparaginase por asparagina foi maior do que por glutamina (DA ROCHA;
COSTA-SILVA; AGAMEZ-MONTALVO; FEITOSA et al., 2019).

O Cerrado é um hotspot de biodiversidade global (MYERS; MITTERMEIER;
MITTERMEIER; DA FONSECA et al., 2000). A vegetacao tropical da Savana brasileira
é chamada de Cerrado e cobre cerca de 2 milhdes de km? no centro do Brasil,
representando cerca de 23 % da superficie terrestre do pais. Localizada no centro do
Brasil com outliers em S&o Paulo e no Nordeste, a regido continua do Cerrado
Brasileiro é formada por uma area nacleo que compreende quase a totalidade de
Goiés, oeste da Bahia, oeste de Minas Gerais e todo o leste do Mato Grosso, com sua
area geografica centro proximo a cidade de Goias Velho, a oeste de Brasilia. O
Cerrado possui temperatura média anual de 20-26°C. Temperaturas extremas variam
de 14°C a 44°C. A precipitacdo média por ano varia de 750 a 2000 mm e a precipitacdo
média do més mais seco (julho ou agosto) durante a estacdo seca do Cerrado varia
de 5-40 mm, com uma média de 10 a 30 mm (EITEN, 1972). O Cerrado abrange trés
das maiores bacias hidrogréaficas da Ameérica do Sul, contribuindo com 43 % das aguas
superficiais do Brasil fora a Amazbnia (STRASSBURG; BROOKS; FELTRAN-
BARBIERI; IRIBARREM et al., 2017). Foi estimado que o Cerrado possui 160.000
espécies de plantas, fungos e animais, dos quais 0S grupos numericamente mais

importantes sao insetos (90.000 espécies), fungos (40.000 espécies) e angiospermas



48

(10.000 espécies) (RATTER; RIBEIRO; BRIDGEWATER, 1997). Os fungos isolados
das plantas e solo do Cerrado podem ser uma fonte de L-asparaginase.

A producao de L-asparaginase em microrganismos é regulada principalmente
por fontes de carbono e nitrogénio, as quais sao essenciais para produzir niveis
maximos da enzima (TIPPANI; SIVADEVUNI, 2012). O metabolismo é o processo
quimico através do qual todos os processos da vida dos fungos séo realizados,
fornecendo duas fun¢des gerais: as fungbes anabdlicas, que alteram os nutrientes em
componentes estruturais e funcionais do organismo; e as func¢des catabdlicas, que
extraem energia quimica ou elementos nutritivos, como N e S a partir de nutrientes
complexos para fornecer energia e materiais para reacdes anabodlicas (GRIFFIN,
1994). Os eventos metabdlicos que sédo importantes para as func¢des dos fungos em
cultura pura tém sido chamados de metabolismo primério. As enzimas e metabdlitos
do metabolismo primario estao distribuidos entre os fungos.

O metabolismo dos compostos de carbono fornece a estrutura basica dos
metabdlitos intermediarios para biossinteses e fornece a energia metabdlica
necesséria e a reducao de energia. Carboidratos que produzem glicose séo as fontes
de carbono e energia mais abundantes e amplamente utilizadas pelos fungos;
portanto, o metabolismo do carbono € visto principalmente como o metabolismo da
glicose (GRIFFIN, 1994). O carbono é o principal componente estrutural e funcional
das células microbianas e desempenha um papel importante na nutricdo nos fungos.
A fonte de carbono é necesséria para toda a biossintese que leva a reproducao,
formacdo de produtos e manutencao celular. A producdo do metabolito primario por
microrganismos € altamente influenciada pelo seu crescimento, que € determinado
pela disponibilidade dos nutrientes nos substratos (YADAV; SARKAR, 2014).

Os mecanismos reguladores do metabolismo do nitrogénio dependem se as
reagOes consideradas sdo anabdlicas ou catabdlicas, nas quais 0 amonio € um ponto
focal do metabolismo do nitrogénio. As reacdes assimilatérias que levam do
suprimento de nutrientes ao amonio podem ser consideradas catabdlicas; Aqueles
que levam de ambnio aos metabdlitos primarios finais de crescimento e
desenvolvimento podem ser considerados anabdlicos (GRIFFIN, 1994). Os fungos
apresentam uma grande especificidade para a fonte de nitrogénio presente no meio
de cultivo, a qual tem uma profunda influéncia no metabolismo de microrganismos.
Assim como fonte de carbono, o nitrogénio também é usado tanto para fins funcionais
qguanto estruturais por fungos (YADAV; SARKAR, 2014).
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A producdo de L-asparaginase € dividida em processamento upstream e
downstream. O processamento upstream € a transformacao de substratos no produto.
O desenvolvimento do processo upstream inclui a selecao da linha de células, meios
de cultivo, parametros do cultivo (pH, temperatura, suprimento de oxigénio etc.),
selecéo do processo (cultivo submerso/estado soélido, batelada, batelada alimentada,
continuo etc.) e otimizacdo. A selecdo da linhagem celular constitui a base do
desenvolvimento de bioprocessos (meio de cultivo, tipo de processo e seus
parametros, estratégia de purificacdo etc.) e afeta a caracteristica da enzima
produzida, influenciando diretamente no perfil de qualidade do produto. Além das
espécies microbianas utilizadas, os rendimentos de producdo de L-asparaginase
dependem das condi¢des de cultivo. Assim, a identificacdo da composicéo ideal dos
meios de cultura, temperatura, pH, niveis de oxigénio e outros fatores de cultivo é de
suma importancia (BRUMANO; DA SILVA; COSTA-SILVA; APOLINARIO et al., 2019).

Este capitulo tem como objetivo o processamento upstream da L-asparaginase,
que visa avaliar a producdo desta enzima expressa por fungos isolados do solo e
fungos endofiticos isolados das plantas do Cerrado do Centro-Oeste Brasileiro em
diferentes condi¢cbes de cultivo a fim de selecionar o fungo considerado melhor

produtor de L-asparaginase.



MATERIAL E METODOS

2.1.Preparo de meios de cultivo e solugdes

Agar batata dextrose (Himedia®)
Agua destilada g.s.p.
Ampicilina (Sigma-Aldrich)

Agar Czapek Dox modificado (Gulati et al. 1997)
Glicose
L-asparagina/NaNOs
KH2PO4
KCI
MgS04.7H20
CuNO3.3H20
ZnS04.7H20
FeS04.7H20
Agar
Agua destilada g.s.p.
Vermelho de fenol em etanol (2,5 %) pH 7
Ajustar pH para 6,2 com NaOH 1M

Agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol (Acumedia®)
Extrato de malte (Acumedia®)

Agua destilada g.s.p.

Meio de cultivo indutor do crescimento
Caldo batata dextrose (Acumedia®)
Extrato de levedura (Himedia®)

Agua destilada g.s.p.

Meio de cultivo Czapek Dox modificado (Baskar et al. 2012)
L-prolina (Sigma)
NaNOs3

399
1L
0,01 %

0,2%
1%
0,152 %
0,052 %
0,052 %
tracos
tracos
tracos
2%

1L

360 pL

659
2%
1L

24 g
1%
1L

1,71 %
1,99 %

50
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L-asparagina (Sigma) 1,38 %
Glicose 0,65 %
K2HPOs4 0,0152 %
MgSOa4.7H20 0,052 %
KCI 0,052 %
ZnS04.7H20 0,001%
FeS04.7H20 0,001%
CuS04.5H20 0,001%
Agua destilada g.s.p. 1L

Ajustar pH para 6,5 com KOH 5M

e Solucédo de cloreto férrico/TCA/HCI

Solucédo A: Solucao de cloreto férrico

Cloreto férrico 10 g
Agua ultrapurificada g.s.p. 100 mL
Solucéo B: Solucao de HCI/TCA

Acido cloridrico 37 % 5,45 mL
Acido tricloroacético (TCA) 20 mL
Agua ultrapurificada g.s.p. 100 mL

Misturar solucées A e B

e Solucéo de hidroxilamina 1M

Solucédo A: Solucao estoque de cloridrato de hidroxilamina 2 M

Cloridrato de hidroxilamina 27,89
Agua destilada g.s.p. 200 mL
Solucéo B: Solucéo estoque de hidréxido de sédio 2 M

NaOH 40 g
Agua destilada 500 mL

Solugdo de hidroxilamina 1 M: Misturar a solugdo A com solucdo B (1:1)

ajustando o pHem 7.

e Solucéo de L-asparagina 100 mM
L-asparagina (Sigma) 0,339
Agua destilada g.s.p. 25 mL
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e Solugéo de glutamina 100 mM
Glutamina (Sigma) 0,73 g
Agua destilada g.s.p. 50 mL

e Solugao padrao de B-hidroxamato aspartico 5 mM
B-hidroxamato aspartico (Sigma) 7,40 mg

Agua ultrapurificada g.s.p. 10 mL

e Solugéo Tris-HCI 50 mM pH 8,6
Tris base 6,06 g
Agua destilada g.s.p. 1L

pH da solucéo foi ajustado em 8,6 com HCI 37 %.

2.2.Isolamento de fungos do Cerrado do Centro-Oeste brasileiro

2.2.1. Fungos filamentosos do solo

Amostras de solo foram coletadas em Brasilia — DF, Brasil (Cerrado) em frascos
esterilizados contendo 10 mL de solucédo salina autoclavada. O solo recolhido foi
submetido a diluicdo seriada em salina estéril e uma aliquota de cada diluicdo de solo
foi inoculada em placas de Petri contendo agar batata dextrose (PDA), suplementado
com ampicilina 0,01 % e incubados em estufa a 28°C até seu crescimento, por no
minimo 7 dias. Os fungos crescidos em placa foram repicados em novas placas para
purificacdo dos isolados e posteriormente armazenados em solugédo de glicerol a 10
% em ultrafreezer a -80°C para criopreservacgao.

As 22 espécies de fungos filamentosos isolados do solo do Cerrado do Centro-
Oeste Brasileiro avaliadas foram identificadas (SIQUEIRA, 2010) e encontram-se
depositadas 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
com autorizacdo de acesso e de remessa de amostra de componente do patrimoénio
genético numero 010770/2013-5 sob supervisdo do Professor Dr. Edivaldo Ximenes
Ferreira Filho (Tabela 3).
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Tabela 3 - Fungos isolados do solo do Cerrado Brasileiro
Estirpes fungicas

Aspergillus sp. 2DCSS6
Aspergillus sp. DCFS1
Aspergillus sp. DCFS9
Aspergillus sp. RCFS17
Fusarium sp. DCFS10
Fusarium sp. RCFS3
Mucor sp. DCFTP7
Penicillium sp. 2DMGSE?2
Penicillium sp. 2DSSSE1
Penicillium sp. 2DSST1
Penicillium sp. 2DSST10
Penicillium sp. 2RCSS1
Penicillium sp. DCFF2
Penicillium sp. DCFF4
Penicillium sp. DCFS6
Penicillium sp. DCFT2
Penicillium sp. DCFT5
Penicillium sp. RCFS24
Penicillium sp. RCFS6
Penicillium sp. RCFS7
Penicillium sp. RCFT14
Trichoderma sp. RCFS21

2.2.2. Fungos endofiticos

As folhas foram coletadas no Campus Universitario Darcy Ribeiro da
Universidade de Brasilia - DF, Brasil, e arredores entre 0os meses de agosto a
dezembro de 2014 por alunas de mestrado e em marco de 2017 por aluna de iniciagcédo
cientifica do grupo de pesquisa (PEREIRA, 2016; WERNECK, 2016).

O procedimento de esterilizagcdo de superficie da folha iniciou-se com a
lavagem em agua corrente e detergente liquido, com cuidado para que o tecido nao

fosse rompido e, em seguida, cada folha foi imersa em etanol 70°GL por 60 segundos.
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A sequir, as folhas foram imersas, em sequéncia, por 60, 90 e 180 segundos em trés
recipientes distintos contendo hipoclorito de sédio (teor de cloro ativo a 2 %), foram
novamente mergulhadas em etanol 70 °GL por 60 segundos e lavadas por imerséo
com agitacao por 30 segundos em trés recipientes distintos contendo agua destilada
previamente autoclavada. O excesso de agua foi retirado das folhas com ajuda de
papel de filtro autoclavado. Uma amostra da ultima agua de lavagem das folhas foi
utilizada para o controle negativo de crescimento microbiano. A impresséo da folha foi
feita na placa de Petri para controle negativo de contaminacgéo de superficie.
Fragmentos das folhas foram cortados com auxilio de uma tesoura
autoclavada, e entdo foram depositados em uma placa de Petri contendo 20 mL de
meio agar Sabouraud dextrose. As placas foram incubadas a 30°C por 3 a 5 dias.
Repiques das colbnias isoladas foram retirados a medida que cresciam e inoculados
em novas placas de Petri, sendo incubados a 30 °C por 7 dias (MESQUITA, 2011).
Todo o processo de repique e inoculacdo dos fungos isolados foi realizado em uma
camara de fluxo laminar. Os fungos endofiticos isolados foram armazenados em
solucéo de glicerol 10 % em ultrafreezer a -80°C para criopreservacao. Estes foram
ativados em placas de Petri contendo agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol e
extrato de malte 2 % e incubados em estufa a 28°C até seu crescimento, por no

minimo 7 dias. Os fungos endofiticos isolados estao relacionados na Tabela 4.

Tabela 4 - Nome cientifico das plantas, nome popular e codigo atribuido aos fungos endofiticos isolados
de plantas do Cerrado do Centro-Oeste brasileiro.

Nome cientifico Nome popular Cddigo fungos isolados
Sapindus saponaria Fruta-de-sabao BR

Eugenia dysenterica Cagaita CAG, CAG1, CAG2, CAG3
Calophyllum brasiliense Jacareuba/Guanandi CAMO01, CB02

Eriotheca pubescens Paineira-do-cerrado EPO1, EPO3, EP0O4
Psidium guajava L. Goiabeira GOI3

Tabebuia ochracea Ipé Amarelo IPE2; IPE3; IPES

Ouratea hexasperma Vassoura-de-bruxa OHO01; OHO03

Caryocar brasiliense Pequizeiro PEQO2

Pouteria torta Abiurana PTO2

Fonte: (PEREIRA, 2016; WERNECK, 2016)
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2.3.Triagem de fungos produtores de L-asparaginase

As triagens qualitativa, em meio sélido, e quantitativa, em cultivo submerso,
foram realizadas para a producéo de L-asparaginase dos fungos isolados do solo e

fungos endofiticos isolados do Cerrado do Centro-Oeste Brasileiro.

2.3.1. Triagem semi-quantitativa em meio solido

A triagem semi-quantitativa inicial de fungos produtores de L-asparaginase foi
realizada segundo Gulati et al. (1997) (GULATI; SAXENA; GUPTA, 1997). E
geralmente observado que a producdo de L-asparaginase é acompanhada por um
aumento no pH dos filtrados do cultivo justificado pela quebra da L-asparagina
liberando acido aspartico e amdnia, que alcaliniza o meio. O ensaio em meio solido
utiliza este principio incorporando o indicador de pH vermelho de fenol em meio
Czapek Dox modificado contendo L-asparagina como Unica fonte de nitrogénio nas
placas teste, e esta é substituida por nitrato de sédio nas placas controle. O vermelho
de fenol fica amarelo em pH acido e em pH alcalino fica rosa, portanto, sugere-se que
a regido rosa formada ao redor do disco micelial inoculado esteja relacionada a
producado de asparaginase pelo fungo.

O meio de cultivo Czapek Dox modificado (MCDM), pH 6,2, contém: 2 g/L
glicose; 10 g/L L-asparagina; 1,52 g/L KH2POg; 0,52 g/L KCI; 0,52 MgS04.7H20; tragos
de CuNO3.3H20, ZnS04.7H20 e FeS04.7H20 e 20 g/L 4gar. O meio foi suplementado
(0,009 %) com solucéo estoque de vermelho de fenol (2,5 %) em etanol. As placas
controle foram preparadas conforme descrito anteriormente, substituindo a L-
asparagina por nitrato de sédio como fonte de nitrogénio. Os meios de cultura foram
autoclavados a 121°C por 20 minutos e vertidos em placas de Petri (20 mL).

Os isolados de fungos da colec¢éo de cultura conservados em solugao glicerol
10 % armazenados a -80°C foram ativados em placas de Petri contendo agar batata
dextrose suplementado com ampicilina 0,01 % - fungos filamentosos do solo - e agar
Sabouraud dextrose com cloranfenicol e extrato de malte 2 % - fungos endofiticos - e
mantidos em estufa a 28°C até seu crescimento, por no minimo 7 dias. Um disco de
8 mm do micélio de cada isolado foi transferido para uma placa de Petri contendo o
agar Czapek Dox modificado contendo L-asparagina e para uma placa controle

contendo nitrato de sédio. As placas foram incubadas a 28°C e registros fotograficos
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foram tomados apds 48 horas de incubacdo. O diametro da colonia e o diametro da
zona avermelhada, caso presentes, para todos os organismos de teste foram
calculados medindo o didmetro interno e externo referente ao crescimento e hidrolise
do substrato dos microrganismos, respectivamente. O indice de zona foi calculado

como a razao entre o diametro externo e o interno, conforme mostrado na Equacéo 1.

diametro da zona

Indice de zona = (2)

diametro da colonia

2.3.2. Triagem quantitativa em cultivo submerso

Um disco micelial de 8 mm de diametro dos fungos filamentosos isolados do
solo e endofiticos isolados do Cerrado do Centro-Oeste Brasileiro foi inoculado, em
duplicata, em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultivo
indutor do crescimento (IC) - caldo batata dextrose 2,4 % e extrato de levedura 1 % -
autoclavados a 121°C por 20 minutos e incubados a 30°C em agitador rotativo a 120
rom por 3 dias, segundo a metodologia utilizada por este grupo de pesquisa
(ALMEIDA, 2015).

ApoOs a incubacdo, as culturas foram filtradas utilizando papel de filtro em funil
de Buchner acoplado a um Kitassato em condi¢céo de baixa presséo criada por bomba
de vacuo. As biomassas foram transferidas separadamente para frascos Erlenmeyer
de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultivo Czapek Dox modificado descrito por
Baskar et al. (2012) (BASKAR; RENGANATHAN, 2012) (L-prolina 1,71 %; NaNOs 1,99
%; L-asparagina 1,38 %, Glicose 0,65 %; K2HPO4 0,0152 %; MgS0Oa4.7H20 0,052 %;
KCI 0,052 %; ZnS0O4.7H20 0,001 %; FeS04.7H20 0,001 %; CuS0O4.5H20 0,001 %; pH
ajustado em 6,5 com KOH 5M, relacdo C:N 2,0) autoclavados a 121°C por 20 minutos
e incubados a 30°C em agitador rotativo a 120 rpm por 5 dias. Apos a incubacgéo, as
culturas foram filtradas utilizando papel de filtro em funil de Blchner acoplado a um
Kitassato em condicdo de baixa pressao criada por bomba de vacuo, o sobrenadante
foi descartado e as biomassas foram congeladas a -20°C até pesagem das amostras

para a realizacéo do ensaio.
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2.3.3. Quantificacdo da atividade de L-asparaginase pelo método do acido L-

aspartil-p-hidroxamico em biomassa

A atividade catalitica normal da asparaginase € hidrolisar a L-asparagina,
produzindo aspartato e NHs. Esta enzima também decompde o DL-&cido aspartico B-
hidroxamato (um analogo téxico da asparagina) in vitro produzindo L-aspartato e
hidroxilamina e catalisando a formacdo de aspartato hidroxamato a partir de
asparagina e hidroxilamina (DRAINAS; PATEMAN, 1977). Portanto, a atividade de L-
asparaginase pode ser determinada pela quantificacdo do B-hidroxamato aspartico
produzido pela reacéo de hidroxilamindlise efetuada também pela enzima na presenca
de hidroxilamina, conforme ilustrado na Figura 4.

Figura 4 - Mecanismo de reacdo da asparagina com hidroxilamina mediado pela L-asparaginase para
a formag&o do complexo B-hidroxamato aspartico férrico

|O 0
HoN L-asparaginase HO |
| OH - | OH + NH3
NH, O NH,
asparagina acido aspartico
1 *oo9
HO L-asparaginase |
O NH 0 NH,
acido aspartico hidroxilamina B-hidroxamato aspartico
O 0 C|>- 0
HCI |
HN | HN +3
I OH + FeClg WLOH Fe
B-hidroxamato aspartico B-hidroxamato aspartico férrico

A quantificagcdo de L-asparaginase foi determinada no micélio pelo método do

acido L-aspartil-B-hidroxamico descrito por Drainas et al. (1977) (DRAINAS;
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KINGHORN; PATEMAN, 1977) com modificacbes. As amostras de micélio (0,1 g)
foram pesadas em balanca analitica de precisao (Shimadzu) dentro de tubos conicos
de centrifuga de 5 mL, em duplicata, e foram adicionados 1,5 mL de tamp&o Tris-HCI
50 mM pH 8,6; 0,2 mL de L-asparagina 100 mM e 0,2 mL de solucéo de hidroxilamina
1 M pH 7,0. As amostras foram incubadas a 37°C por 30 minutos a 200 rpm. Foi
adicionado 0,5 mL da solucéo de cloreto férrico/TCA/HCI e as amostras foram entéo
centrifugadas a 4°C por 5 minutos a 9.330 x g. O sobrenadante (1 mL) foi transferido
para cubeta e a absorbancia foi mensurada a 500 nm em espectrofotbmetro (UV
Spectrophotometer UV-1800, Shimadzu).

O branco das amostras foi preparado conforme descrito para as amostras com
a finalidade de eliminar a absorbancia da coloracdo da amostra. Micélio (0,1 g) e
tampao Tris-HCI 50 mM pH 8,6 foram incubados a 37°C por 30 minutos a 200 rpm. Os
volumes de L-asparagina (0,2 mL) e solucdo de hidroxilamina (0,2 mL) foram

substituidos por solucédo tampéo.

2.3.4. Construcao da curva padréo de B-hidroxamato aspartico em cubeta

A curva padrao foi construida através de diferentes concentracdes da solucéo
padrao de B-hidroxamato aspartico 5 mM com o tampéo Tris-HCI 50 mM pH 8,6 e o
reagente colorimétrico cloreto férrico/TCA/HCI utilizados no ensaio enzimatico da L-
asparaginase, preparados em tubos de centrifuga de 5 mL, em triplicata, conforme a
Tabela 5. As misturas de solu¢cbes (1 mL) foram transferidas para cubetas e suas

absorbancias foram mensuradas em um espectrofotémetro.
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Tabela 5 - Preparo das solugdes padrédo de B-hidroxamato aspartico para a construcdo da curva

Solucdo B-hidroxamato B-hidroxamato  Tampao tris- Cloreto
padrao aspartico aspartico 5 HCI 50 mM pH férrico/TCA/HCI
(umol) mM (uL) 8,6 (mL) (mL)
Branco 0 0 2,00 0,5
Padrdo 1 0,1 20 1,98 0,5
Padréo 2 0,25 50 1,95 0,5
Padrédo 3 0,50 100 1,90 0,5
Padréo 4 0,75 150 1,85 0,5
Padrdo 5 1,0 200 1,80 0,5
Padréo 6 15 300 1,70 0,5
Padréo 7 2,0 400 1,60 0,5
Padréo 8 3,0 600 1,40 0,5

A reacdo entre o B-hidroxamato aspartico produzido e o FeCls produz cor
avermelhada que absorve em comprimento de onda de 500 nm. A quantidade de -
hidroxamato aspéartico (umol) é calculada a partir da absorbancia obtida das amostras
aplicada na equacdo da reta construida através da curva padrédo, a quantidade de
amostra utilizada e o tempo de reacdo do ensaio enzimatico (30 minutos) segundo a
Equacéao 2.

U . (umol p—hidroxamato aspartico)
Ede Lasparaginase = [(mau £ L (2)

ssa da amostra)x(tempo de reagio)

Todas as analises enzimaticas na biomassa foram realizadas em duplicatas
para cada experimento e o0s resultados s&o apresentados como distribuicdo de
atividades enzimaticas para cada isolado. Uma unidade de L-asparaginase foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para formar um pmol de B-hidroxamato de

acido L-aspartico por minuto por grama de célula.
2.4.Triagem de fungos produtores de glutaminase
A partir da triagem realizada com fungos filamentosos isolados do solo e

endofiticos isolados do Cerrado do Centro-Oeste Brasileiro, as espécies que

produziram os maiores teores de L-asparaginase através do ensaio quantitativo pelo
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método do acido L-aspartil-B-hidroxamico - Mucor sp. DCFTP7, Penicillium sp.
RCFT14, Fusarium sp. DCFS10, Penicillium sp. DCFS6, Aspergillus sp. DCFS1 e
Penicillium sp. 2DSST1 - foram avaliadas quanto a atividade de glutaminase.

Um disco micelial de 8 mm de diametro das espécies selecionadas foi
inoculado, em duplicata, em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio
de cultivo Czapek Dox modificado descrito por Baskar et al. (2012) (BASKAR,;
RENGANATHAN, 2012) suplementado com o meio de cultivo indutor do crescimento
(L-prolina 1,71 %; NaNOs 1,99 %, L-asparagina 1,38 %; Glicose 0,65 %; K2HPO4
0,0152 %; MgS04.7H20 0,052 %; KCI 0,052 %; ZnS0O4.7H20 0,001 %; FeSO4.7H20
0,001 %; CuS04.5H20 0,001 %; caldo batata dextrose 2,4 %; extrato de levedura 1
%; pH ajustado em 6,5 com KOH 5M) autoclavados a 121°C por 20 minutos e
incubados a 30°C em agitador rotativo a 120 rpm por 5 dias. Apés a incubacéo, as
culturas foram filtradas conforme descrito anteriormente e as biomassas foram

congeladas a -20°C até pesagem das amostras para a realizagdo do ensaio.

2.4.1. Quantificacdo da atividade de glutaminase pelo método do acido y-

hidroxamato glutamico

A atividade de glutaminase pode ser quantificada pela formacdo do
correspondente y-hidroxamato glutamico.

As amostras de micélio (0,1 g) foram pesadas em balanca analitica de precisédo
(Shimadzu) dentro de tubos conicos de centrifuga de 5 mL, em duplicata, e foram
adicionados 1,5 mL de tampé&o Tris-HCI 50 mM pH 8,6; 0,2 mL de glutamina 100 mM
e 0,2 mL de solucéo de hidroxilamina 1 M pH 7,0. As amostras foram incubadas a
37°C por 30 minutos a 200 rpm. Foi adicionada 0,5 mL da solucdo de cloreto
férrico/TCA/HCI e as amostras foram entdo centrifugadas a 4°C por 5 minutos a 9.330
x g. O sobrenadante (1 mL) foi transferido para cubeta e a absorbancia foi mensurada
a 540 nm em espectrofotdmetro (UV Spectrophotometer UV-1800, Shimadzu).

O branco das amostras foi preparado conforme descrito para as amostras com
a finalidade de eliminar a absorbancia da coloracdo da amostra. Micélio (0,1 g) e
tampéo Tris-HCI 50 mM pH 8,6 foram incubados a 37°C por 30 minutos a 200 rpm. O
volume de glutamina (0,2 mL) e solucdo de hidroxilamina (0,2 mL) foram substituidos

por tamp&o. A atividade de L-asparaginase foi determinada nos mesmos cultivos para
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fins comparativos pela quantificagdo do p-hidroxamato aspartico conforme descrito
anteriormente.

Segundo o reportado por Ramakrishnan e Joseph em 1996, a atividade de
glutaminase da asparaginase em presenca de glutamina e hidroxilamina produz o
hidroxamato correspondente, que em reacdo com o cloreto férrico em meio &cido
produz um composto de cor roxa que absorve num comprimento de onda de 540 nm
(RAMAKRISHNAN; JOSEPH, 1996). A quantidade de y-hidroxamato glutamico (umol)
é calculada a partir da absorbancia obtida das amostras aplicada na equacao da reta
construida através da curva padrdo, a quantidade de amostra utilizada e o tempo de
reacdo do ensaio enzimatico (30 minutos) segundo a Equacao 3.

(umol de y—hidroxamato glutamico) (3)
olume de amostra)x(tempo de reagio)

%de glutaminase = [ =

Uma unidade de glutaminase foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para formar um pmol de y-hidroxamato de acido glutdmico por minuto por
grama de célula. A significancia estatistica foi determinada pelo teste t ndo pareado,
com alfa = 0,05. Cada isolado fungico foi analisado individualmente usando o software
GraphPad Prism v.5.01 para avaliar diferencas significativas entre os niveis de
atividade da L-asparaginase e da glutaminase.

2.5.Avaliacao dos cultivos com e sem pré-indculo

A partir da triagem realizada com fungos filamentosos isolados do solo e
endofiticos isolados do Cerrado do Centro-Oeste Brasileiro, as espécies selecionadas
com 0s maiores niveis de atividade de L-asparaginase com menores valores da
atividade de glutaminase através dos ensaios quantitativos pelos métodos do acido L-
aspartil-B-hidroxamico e acido y-hidroxamato glutamico, respectivamente — Fusarium
sp. DCFS10, Penicillium sp. 2DSST1 e DCFS6 e Mucor sp. DCFTP7 — foram avaliadas
quanto a producdo de L-asparaginase quando os meios de cultivo indutor do
crescimento (caldo batata dextrose 2,4 % e extrato de levedura 1 %) e Czapek Dox
modificado foram combinados.

Um disco micelial de 8 mm de diametro dos isolados selecionados foi inoculado,

em duplicata, em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultivo



62

Czapek Dox modificado descrito por Baskar et al. (2012) (BASKAR; RENGANATHAN,
2012) suplementado com o meio de cultivo indutor do crescimento (L-prolina 1,71 %;
NaNO3 1,99 %; L-asparagina 1,38 %; Glicose 0,65 %; K2HP0O40,0152 %; MgS04.7H20
0,052 %; KCI 0,052 %; ZnS0O4.7H20 0,001 %; FeS04.7H20 0,001 %; CuS0O4.5H20
0,001 %; caldo batata dextrose 2,4 %; extrato de levedura 1 %; pH ajustado em 6,5
com KOH 5M) autoclavados a 121°C por 20 minutos e incubados a 30°C em agitador
rotativo a 120 rpm por 5 dias. Paralelamente, um disco micelial de 8 mm de diametro
dos isolados selecionados foi inoculado, em duplicata, em frascos Erlenmeyer de 250
mL contendo 50 mL de meio de cultivo indutor do crescimento (caldo batata dextrose
2,4 % e extrato de levedura 1 %) autoclavados a 121°C por 20 minutos e incubados a
30°C em agitador rotativo a 120 rpm por 3 dias. Apés a incubacao, as culturas foram
filtradas e as biomassas foram transferidas separadamente para frascos Erlenmeyer
de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultivo Czapek Dox modificado descrito por
Baskar et al. (2012) (BASKAR; RENGANATHAN, 2012) (L-prolina 1,71 %; NaNO31,99
%; L-asparagina 1,38 %, Glicose 0,65 %; K2HPO4 0,0152 %; MgS0O4.7H20 0,052 %;
KCI 0,052 %; ZnS0O4.7H20 0,001 %; FeS0O4.7H20 0,001 %; CuSO4.5H20 0,001 %; pH
ajustado em 6,5 com KOH 5M) autoclavados a 121°C por 20 minutos e incubados a
30°C em agitador rotativo a 120 rpm por 5 dias. ApGs a incubacao, as culturas foram
filtradas e as biomassas foram congeladas a -20°C até pesagem das amostras para a
realizacdo do ensaio.

A quantificacdo de L-asparaginase foi determinada, em duplicata, no micélio
pelo método do &cido L-aspartil-B-hidroxamico descrito por Drainas et al. (1977)
(DRAINAS; KINGHORN; PATEMAN, 1977) com modificacbes e expressas como
U/gcenla. A analise estatistica para comparacdo dos valores foi realizada através do

teste t de student pelo software GraphPad Prism (verséo 5.01).

2.6.Rompimento da célula fungica para liberagcdo de L-asparaginase

A L-asparaginase Il ndo é liberada extracelularmente no meio de cultivo durante
o crescimento normal por estar localizada superficialmente, situada no espaco
periplasmatico, entre a membrana plasmatica e a parede celular (CEDAR;
SCHWARTZ, 1967). Sendo assim, dois métodos mecanicos (maceracao e sonicagao)
de rompimento das células microbianas foram empregados com a finalidade de

promover a liberacdo da enzima da célula.
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Um disco micelial de 8 mm de diametro dos fungos filamentosos isolados do
solo do Cerrado do Centro-Oeste Brasileiro selecionados — Penicillium sp. 2DSST1,
Penicillium sp. DCFS6, Fusarium sp. DCFS10 e Mucor sp. DCFTP7 - foi inoculado,
em duplicata, em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultivo
Czapek Dox modificado descrito por Baskar et al. (2012) (BASKAR; RENGANATHAN,
2012) (L-prolina 1,71 %; NaNO3 1,99 %; L-asparagina 1,38 %; Glicose 0,65 %; K2HPO4
0,0152 %; MgS0a4.7H20 0,052 %; KCI 0,052 %; ZnS0O4.7H20 0,001 %; FeS0O4.7H20
0,001 %; CuS04.5H20 0,001 % e pH ajustado em 6,5 com KOH 5M) autoclavados a
121°C por 20 minutos e incubados a 30°C em agitador rotativo a 120 rpm por 5 dias.
O meio de cultivo indutor do crescimento (caldo batata dextrose 2,4 % e extrato de
levedura 1 %) foi suplementado ao meio de cultivo Czapek Dox modificado para os
isolados Penicillium sp. 2DSST1 e Fusarium sp. DCFS10. Os isolados Penicillium sp.
DCFS6 e Mucor sp. DCFTP7 foram inoculados em meio de cultivo indutor do
crescimento por 3 dias anterior ao inéculo em meio de cultivo Czapek Dox modificado
por 5 dias. ApOs a incubacdo, as culturas foram filtradas conforme descrito
anteriormente e as biomassas congeladas a -80°C.

2.6.1. Método mecéanico por maceracao

A biomassa congelada foi macerada em gral e pistilo previamente resfriados a
-80°C, conforme descrito por Drainas et al. (1977) (DRAINAS; KINGHORN;
PATEMAN, 1977). A biomassa macerada foi transferida para béquer e
homogeneizada com tampéao Tris-HCI 50 mM pH 8,6 (0,5 gceluia/mL) por 10 minutos
com bastéo de vidro mantidos em banho de gelo ou transferida para tubo de centrifuga
de 50 mL e homogeneizada por pelo menos 1 minuto em vortex.

A presenca de inibidor de protease (Sigma-Aldrich) foi avaliada frente a
presenca de L-asparaginase, ja que no processo de extracdo da enzima a liberacéo
de proteases fungicas pode degradar a L-asparaginase. O coquetel de inibidor de
protease utilizado € uma mistura de inibidores de protease com ampla especificidade
para a inibicdo de serina, cisteina, aspartica e metaloproteases para uso em extratos
de fungos e leveduras. Uma aliquota do coquetel de inibidor de protease foi adicionada

ao tampéao Tris-HCI 50 mM pH 8,6 (10 pL/mL) e micélio macerado.
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2.6.2. Método fisico por sonicacéo

A condig&o de cultivo para o fungo filamentoso Penicillium sp. 2DSST1 na qual
obteve-se a maior atividade enzimatica de L-asparaginase pelo planejamento
experimental por Plackett-Burman Design foi selecionada para o estudo dos
processos de rompimento celular — maceracéo e sonicacdo — para comparacao dos
resultados de atividade enzimatica. Uma amostra da biomassa armazenada em um
tubo de centrifuga de 50 mL, foi descongelada a temperatura ambiente e suspendida
em tampé&o Tris-HCI 50 mM pH 8,6 (0,5 gesia/mL). A distancia entre o fundo do tubo
de centrifuga e a extremidade da ponta do sonicator foi mantida em aproximadamente
1 cm durante todo o processo. A mistura foi sonicada em desmembrador sénico
(Fisher Scientific, modelo FB-120, Reino Unido - UK) a 120 W, 20 kHz, 40 % de
amplitude e mantida em banho de gelo por 8 ciclos de 59 segundos em pulso e 30
segundos de respouso, para evitar superaquecimento da amostra e potencial
degradacgdo enzimatica.

As amostras submetidas aos processos de extracdo por maceragdo ou
sonicacao foram centrifugadas a 3.100 x g por 15 minutos a 4°C. A quantificacdo da
atividade de L-asparaginase foi determinada no sobrenadante, denominado extrato

bruto.

2.6.3. Quantificacdo da atividade de L-asparaginase pelo método do &cido L-

aspartil-B-hidroxamico no extrato bruto

A quantificacdo de L-asparaginase foi determinada no extrato bruto pelo
método do acido L-aspartil-B-hidroxdmico descrito por Drainas et al. (1977)
(DRAINAS; KINGHORN; PATEMAN, 1977) com modificacdes. Aliquotas do extrato
bruto (0,1-1,6 mL) foram transferidas para tubos conicos de centrifuga de 5 mL, em
triplicata, e foram adicionados (0-1,6 mL) de tampéao Tris-HCI 50 mM pH 8,6; 0,2 mL
de L-asparagina 100 mM e 0,2 mL de solugcdo de hidroxilamina 1 M pH 7,0. As
amostras foram incubadas a 37°C em banho-Maria por 30 minutos. Foi adicionada 0,5
mL da solugéo de cloreto férrico/TCA/HCI e as amostras foram entédo centrifugadas a
4°C por 5 minutos a 4.000 rpm. O sobrenadante (1 mL) foi transferido para cubeta e a
absorbéancia foi mensurada a 500 nm em espectrofotdbmetro (UV Spectrophotometer
UV-1800, Shimadzu).
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O branco das amostras foi preparado conforme descrito para as amostras com
a finalidade de eliminar a absorbancia da coloracdo da amostra. Os volumes de extrato
bruto e tamp&o Tris-HCI 50 mM pH 8,6 utilizados nas amostras teste foram
transferidos para tubos conicos de centrifuga de 5 mL e incubados a 37°C em banho-
Maria por 30 minutos. Os volumes de L-asparagina (0,2 mL) e solucdo de
hidroxilamina (0,2 mL) foram adicionados apds a adicdo de 0,5 mL da solucdo de
cloreto férrico/TCA/HCI.

A quantidade de p-hidroxamato aspartico (umol) é calculada a partir da
absorbancia obtida das amostras aplicada na equacao da reta construida através da
curva padréo, a quantidade de amostra utilizada e o tempo de reagdo do ensaio
enzimatico (30 minutos) segundo a Equacéo 4. Uma unidade de L-asparaginase foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para formar um pmol de B-

hidroxamato de &cido L-aspartico por minuto por mililitro (U/mL).

(umol B—hidroxamato aspartico) (4)

U .
—del — asparaginase = —
mL (volume de amostra Xtempo de reagao)

2.6.4. Quantificacdo de proteinas totais no extrato bruto

A quantificacdo de proteinas totais nas amostras submetidas aos métodos de
rompimento de células foi avaliada pela formulacdo baseada em acido bicinconinico
(BCA) para a deteccéo colorimétrica e quantificacdo da proteina total utilizando o kit
Pierce BCA (Thermo Scientific). Este método combina a reducdo de Cu*? a Cu*! pela
proteina em um meio alcalino com a deteccdo colorimétrica do cation cuproso (Cu*t)
usando um reagente contendo um sal de sédio, BCA (SMITH; KROHN;
HERMANSON; MALLIA et al., 1985). 200 uL de reagente preparado a fresco foram
adicionados a aliquotas de 25 pL do sobrenadante das amostras de célula lisadas
pelo método mecanicos, em triplicata, em uma microplaca de 96 poc¢os e incubados a
37°C por 30 minutos. O produto de reag&o de cor purpura deste ensaio é formado pela
guelacdo de duas moléculas de BCA com um ion cuproso, o qual possui absorbancia
em 562 nm. As proteinas totais (mg/mL) foram quantificadas segundo a equacéo da
reta construida utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padrao em diferentes
concentragbes (0; 25; 125; 250; 500; 750; 1000; 1500 e 2000 pg/mL)
(THERMOSCIENTIFIC).
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2.6.5. Avaliacdo das estruturas fungicas por microscopia eletronica de

varredura

As biomassas fungicas de Penicillium sp. 2DSST1 submetidas aos processos
de rompimento celular por maceracdo e sonicacdo foram avaliadas por técnica de
microscopia eletrbnica de varredura (MEV) e comparadas frente ao controle de
biomassa que nao foi submetida a nenhum processo de rompimento celular.

A biomassa filtrada da espécie fangica Penicillium sp. 2DSST1 foi
descongelada a temperatura ambiente e a extracdo da enzima foi conduzida conforme
descrito anteriormente. Amostras de células integras, maceradas e sonicadas foram
pesadas (0,1 g) em tubos de centrifuga de 5 mL em duplicata.

As amostras foram preparadas para visualizagdo em MEV conforme descrito
por Das Murtey e Ramasamy (2016) (DAS MURTEY; RAMASAMY, 2016) com
modificacdes. Para fixacdo, as células foram ressuspendidas em tampéao cocadilato
de sodio 0,1 M com glutaraldeido 5 % em pH 7,2. Ap6s uma hora em repouso a
temperatura ambiente, as células foram centrifugadas a 1.500 g por pelo menos 1
minuto e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi ressuspendido em tampéo
cocadilato de sodio 0,1 M em pH 7,2 sem glutaraldeido por 10 minutos, centrifugado,
0 sobrenadante foi descartado e esta etapa foi repetida. O pellet foi ressuspendido em
agua destilada por 10 minutos, centrifugado, o sobrenadante foi descartado e esta
etapa foi repetida.

Para desidratacao, as células foram sumergidas em concentracfes crescentes
de etanol (35 %, 50 %, 75 %, 95 % e 100 %) por 10 minutos cada, seguida de
centrifugacéo e descarte do sobrenadante. As células foram submergidas em etanol
absoluto duas vezes.

Para a etapa de secagem das amostras, estas foram submergidas em
hexametildisilazano (HMDS), um composto organico altamente volatil empregado em
técnicas de secagem ao ar livre. As células foram submergidas em HMDS duas vezes
por 15 minutos cada. Ao final do processo, uma amostra de cada replicata biologica
(controle, macerado e sonicado) foi transferida para uma placa de 6 pogos enquanto
as outras amostras foram mantidas nos tubos de centrifuga de 5 mL utilizados desde
0 inicio do processo. As amostras foram mantidas em temperatura ambiente dentro
de capela de exaustdo overnight (aproximadamente 12 horas) para a remocéo do

solvente residual.
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As células umidas foram montadas em um stub de amostra MEV com uma fita
adesiva dupla face de carbono e deixadas para secar em um exaustor. As células
secas foram pulverizadas com platina e depois fotografadas com um microscépio
eletrGnico de varredura por pistola de emisséo de campo Zeiss SIGMA (FEG-SEM)

usando um detector de elétrons secundario Zeiss na lente.

2.7.1dentificacdo das espécies fungicas selecionadas

As espécies fungicas selecionadas como melhores produtoras baseadas nos
maiores titulos de L-asparaginase com menores titulos de Glutaminase foram
identificadas por técnicas de biologia molecular em colaboracdo com as
pesquisadoras Dra. Paula Monteiro de Souza da UnB e Dra. Léia Favaro da Embrapa

Agroenergia e suas sequencias genéticas foram depositadas no GenBank.

2.7.1. Extracdo de DNA e amplificagdo por PCR

A extracdo do DNA gendmico foi realizada usando o kit Wizard Genomic DNA
Purification (Promega Corporation) a partir de micélios cultivados em PDA, incubados
a 28°C por 7 dias. A concentracdo e a qualidade do DNA foram determinadas por
espectrometro Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific) e as preparagbes foram
ajustadas para 20 ng/pL de molde de DNA.

A regido de agrupamento do gene do RNA ribossémico (rDNA), incluindo a
extremidade 3' do rDNA 18S, a regido espacadora transcrita interna (ITS) 1, o rDNA
5.8S, ITS2 e a extremidade 5' do rDNA 28S e as sequéncias 3 -tubulina, fator de
alongamento-1 alfa (EF-1a), calmodulina e da subunidade da RNA polimerase I
(RPB2) de Penicillium sp. 2DSST1 e Fusarium sp. DCFS10 foram selecionadas como
as regides para analise. As reagfes de amplificacdo foram realizadas com os primers
para cada gene utilizando GoTaqg® DNA Polymerase (Promega Corporation) de
acordo com as instrucdes do fabricante. O ITS1, 5.8S rDNA, ITS2 e a extremidade 5'
do 28rDNA foram amplificados em 1 fragmento usando o par de primers ITS1-F (5'-
CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3) [/ ITS-4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-
3)(GARDES; BRUNS, 1993; WHITE; BRUNS; LEE; TAYLOR, 1990). Para a
amplificacdo por PCR para B-tubulina, EF-1a, calmodulina e subunidade de RNA

polimerase |IlI, foram wusados o0s seguintes pares de primers: Bt2a (5-
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GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC-3) / Bt2b (5-
ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC-3)(GLASS: DONALDSON, 1995); EF1-728F
(5-CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-3) / EF1-986R (5

TACTTGAAGGAACCCTTACC-3")(CARBONE; KOHN, 1999); ocmd5  (5'-
CCGAGTACAAGGAGGCCTTC-3') / cmd6 (5-CCGATAGAGGTCATAACGTGG-
3)HONG; GO; SHIN; FRISVAD et al, 2005); e fRPB2-5F (5-
GA(T/IC)GA(T/IC)(AIC)G(AIT)GATCA(T/C)TT(T/C)GG-3’) / fRPB2-7cR (5-
CCCAT(A/G)GCTTG(T/C)TT(A/G)CCCAT-3’) (LIU; WHELEN; HALL, 2000). A PCR foi
realizada com desnaturacao inicial a 95°C por 4 min, seguida de 35 ciclos de
amplificacéo e extensao final a 72°C por 10 min. Para o par de primers ITS1-F/ITS-4,
os ciclos de amplificagéo foram 94°C por 30 s, 55°C por 30 s e 72°C por 30 s. Para o
par de primers EF1-728F/EF1-986R, os ciclos de amplificacdo foram 95°C por 30 s,
58°C por 30 s e 72°C por 1 min. Para o par de primers Bt2a/Bt2h, os ciclos de
amplificacdo foram 94°C por 1 min, 58°C por 1 min e 72°C por 1 min. Para o par de
primers cmd5/cmd6, os ciclos de amplificagcéo foram 94°C durante 1 min, 50°C durante
1 min e 72°C durante 1 min. Para o par de primers fRPB2-5F/fRPB2-7cR, os ciclos de
amplificacdo foram 95°C por 1 min, 47°C por 1 min e 72°C por 2 min. Os amplicons
de PCR foram analisados em eletroforese em gel de agarose a 1,0 % juntamente com
marcador de massa molecular de DNA (gene GeneRuler de 1kb). Os produtos de PCR

foram purificados usando o kit de purificagdo Pure Link PCR (Thermo Scientific).

2.7.2. Sequenciamento de DNA e analise filogenética

Os conjuntos de dados de sequéncia de nucleotideos para cada gene das
cepas de fungos foram alinhados manualmente com diferentes sequéncias de
Penicillium e Fusarium disponiveis no banco de dados de nucleotideos do GenBank
para analise de taxonomia molecular, usando MEGA v.7 (KUMAR; STECHER,;
TAMURA, 2016). Os fragmentos utilizados foram as sequéncias ITS, calmodulina, 3-
tubulina e RPB2 para Penicillium (HOUBRAKEN; FRISVAD; SAMSON, 2011;
HOUBRAKEN; KOCSUBE; VISAGIE; YILMAZ et al., 2020) e sequéncias ITS, B-
tubulina e EF-1a para Fusarium (WATANABE; YONEZAWA,; LEE; KUMAGAI et al.,
2011) depositadas no GenBank e os fragmentos dos isolados em estudo (Tabela 6).
As arvores filogenéticas foram reconstruidas para os dados concatenados usando

Inferéncia Bayesiana (Bl) pela pesquisadora Doutoranda Kellen Cruvinel membro
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deste grupo de pesquisa. Os melhores modelos de substituicdo para cada particao
foram determinados com MrModeltest (POSADA; BUCKLEY, 2004). MrBayes v.3.2.5
(RONQUIST; HUELSENBECK, 2014) foi usado no portal web CIPRES (MILLER,;
PFEIFFER; SCHWARTZ, 2010). A anélise de Markov Chain Monte Carlo (MCMC) foi
realizada com um total de 10 milhdes de geracbes, amostrando a cada 1.000
geracbes. Os primeiros 25 % das arvores amostradas foram descartadas como
gueimadas, com os valores de probabilidade posterior (PP) calculados com as demais
arvores (RANNALA; YANG, 1996). A edicdo das arvores filogenéticas foi realizada na
FigTree v.1.4 (RAMBAUT, 2018).

Tabela 6 - Tamanho dos fragmentos dos fungos isolados Penicillium sp. 2DSST1 e Fusarium sp.
DCFS10 e os respectivos genes utilizados na amplificacéo.

_ _ Tamanho do fragmento (pb)
Regido génica

Penicillium sp. 2DSST1 Fusarium sp. DCFS10

ITS 570 453
B-tubulina (tub2) 472 312
Calmodulina (cmdA) 443 -
Fator de elongacgéo 1a (EF-1a) - 256
RNA polymerase Il (rpb2) 930 -

(-): ndo utilizado.

2.8.0timizacdo do meio de cultivo para a producéo de L-asparaginase pelos
fungos filamentosos isolados do solo do Cerrado do Centro-Oeste

brasileiro

Apés definidos os fungos com maiores potenciais para produgdo de L-
asparaginase, o processo de otimizacdo da producdo em meio liquido utilizando
planejamento estatistico foi estudado. Os parametros fontes alternativas de nitrogénio
e carbono e relacéo C:N, temperatura e tamanho de in6culo foram avaliados.

A partir da triagem realizada com fungos filamentosos isolados do solo do
Cerrado do Centro-Oeste Brasileiro, os isolados selecionados com maiores niveis de
atividade de L-asparaginase — Penicillium sp. 2DSST1 e Fusarium sp. DCFS10 - foram
avaliados frente a diferentes condigbes sob cultivo submerso utilizando diversas
fontes de carbono e nitrogénio com a finalidade de otimizar o meio de cultivo para a

producao de L-asparaginase.
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2.8.1. Cultivo de producédo para triagem de variaveis por Plackett-Burman

Design

O desenho experimental Plackett-Burman (PLACKETT; BURMAN, 1946) é
utilizado para identificar os fatores mais importantes de um sistema. E um método de
triagem eficiente para identificar os fatores ativos utilizando a menor quantidade de
corridas experimentais possivel. Desta forma, as varidveis e niveis escolhidos para
avaliacao da producéo de L-asparaginase deste estudo foram baseadas nas diversas
fontes de nitrogénio, fontes de carbono, temperatura e tamanho de indculo testados
previamente em trabalhos de otimizacdo de meio de cultivo para producdo de L-
asparaginase por fungos filamentosos conduzidos por Baskar et al. (2012), El-Refai et
al. (2014) e Farag et al. (2015) (BASKAR; RENGANATHAN, 2012; EL-REFAI; EL-
SHAFEI;, MOSTAFA; EL-REFAI et al.,, 2014; FARAG; HASSAN; BELTAGY; EL-
SHENAWY, 2015). Doze variaveis independentes como L-prolina (X1), L-asparagina
(X2), ureia (X3), nitrato de sddio (X4), sulfato de amonio (Xs), peptona (Xe), extrato de
levedura (X7), glicose (Xs), sacarose (Xo), extrato de malte (Xi0), temperatura (Xi11) e
inoculo (X12) foram consideradas para avaliar seus efeitos sobre a producéo de L-
asparaginase pelos fungos selecionados codificados 2DSST1 e DCFS10. As variaveis

foram avaliadas em nivel inferior (-1) e nivel superior (+1), conforme a Tabela 7.

Tabela 7 - Valores das varidveis do planejamento experimental Plackett-Burman

Nome da variavel Unidades -1 0 1
L-prolina % 1 3
L-asparagina % 1 2 3
Ureia % 0 05 1
Nitrato de sédio % 0 15 3
Sulfato de amdnio % 0 15 3
Peptona % 0 15 3
Extrato de levedura % 0 15 3
Glicose % 0 05 1
Sacarose % 0 051
Extrato de malte % 0 15 3
Temperatura °C 28 30 32

In6culo Unidade de disco micelialde8 mm 1 3 5
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A matriz do desenho experimental Plackett-Burman e a analise de dados foram
determinadas pelo software Protimiza Experimental Design com 16 combinacfes das
12 variaveis a serem avaliadas com triplicata do ponto central, totalizando 19 corridas.
Disco miceliais de 8 mm de diametro dos fungos filamentosos isolados do solo
selecionados foram inoculados em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de
meio de cultivo Czapek Dox modificado (K2HPO4 0,152 %; KCI 0,052 %; MgSOa4.7H20
0,052 %; ZnS04.7H20 0,001 %; FeS04.7H20 0,001 %; CuSO04.5H20 0,001 %)
preparados baseados no DPB apresentado na Tabela 8, autoclavados a 121°C por 20
minutos e incubados em agitador rotativo a 120 rpm pelo periodo de atividade maxima
obtida segundo a curva de crescimento de cada isolado (48 horas para Penicillium sp.
2DSST1 e 96 horas para Fusarium sp. DCFS10). Apés a incubacao, as culturas foram
filtradas conforme descrito anteriormente. As biomassas foram pesadas, congeladas
a -80°C, e submetidos a extracdo da enzima para a realizacdo do ensaio enzimatico
e quantificacdo de proteinas totais. As atividades de L-asparaginase e especifica
foram expressas como U/mL de extrato bruto e U/mg de proteina, respectivamente.

Os valores da relagéo Carbono:Nitrogénio (C:N) foram calculados a partir dos
meios de cultivo combinados pela matriz dos planejamentos experimentais. A massa
dos atomos de Carbono de Nitrogénio foi calculada de acordo com a férmula molecular
dos sais utilizados e de acordo com o volume do meio de cultivo (50 mL). Para as
fontes de Carbono e Nitrogénio complexas - extrato de malte, extrato de levedura e
peptona - duas amostras de cada substrato foram avaliadas quanto a composicao
quimica de Carbono (%), Hidrogénio (%) e Nitrogénio (%) realizada na Central

Analitica da Universidade de Sao Paulo.



Tabela 8 — Matriz do planejamento experimental Plackett-Burman

72

Corrida X1 (%) X2 (%) X3 (%) Xa(%) Xs5(%) Xe (%) X7(%) Xs (%) Xo (%) Xio (%) Xi1(°C) Xiz (disco) C:N
1 3 1 0 0 3 0 0 1 1 0 32 1 2,27
2 3 3 0 0 0 3 0 0 1 3 28 5 3,91
3 3 3 1 0 0 0 3 0 0 3 32 1 2,82
4 3 3 1 3 0 0 0 1 0 0 32 5 1,66
5 1 3 1 3 3 0 0 0 1 0 28 5 0,95
6 3 1 1 3 3 3 0 0 0 3 28 1 1,76
7 1 3 0 3 3 3 3 0 0 0 32 1 1,53
8 3 1 1 0 3 3 3 1 0 0 28 5 2,05
9 3 3 0 3 0 3 3 1 1 0 28 1 2,65
10 1 3 1 0 3 0 3 1 1 3 28 1 2,23
11 1 1 1 3 0 3 0 1 1 3 32 1 2,54
12 3 1 0 3 3 0 3 0 1 3 32 5 2,26
13 1 3 0 0 3 3 0 1 0 3 32 5 2,46
14 1 1 1 0 0 3 3 0 1 0 32 5 2,56
15 1 1 0 3 0 0 3 1 0 3 28 5 3,02
16 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 28 1 2,65
17 2 2 0,5 15 15 15 1,5 0,5 0,5 15 30 3 2,21
18 2 2 0,5 15 15 15 1,5 0,5 0,5 15 30 3 2,21
19 2 2 0,5 1,5 15 1,5 1,5 0,5 0,5 15 30 3 2,21

Xu1: L-prolina; Xz: L-asparagina; Xs: ureia; Xa: nitrato de sédio; Xs: sulfato de aménio; Xe: peptona; X7: extrato de levedura; Xs: glicose; Xo: sacarose; Xio: extrato

de malte; Xi1: temperatura; Xi2: tamanho de inéculo; C:N: valores da relagdo Carbono:Nitrogénio
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2.8.2. Cultivo de producdo para otimizacdo de meio de cultivo por

Delineamento Composto Central

A partir do planejamento experimental por Plackett-Burman realizado com
fungos filamentosos isolados do solo do Cerrado Brasileiro, a espécie Penicillium sp.
2DSST1 selecionada foi avaliada pelo planejamento experimental Delineamento
Composto Central (DCC) com a finalidade de otimizar o meio de cultivo para a
producgéo de L-asparaginase.

As variaveis significativas (valor p < 0,10) com efeito positivo, segundo o
planejamento experimental PB pelo software Protimiza Experimental Design, foram
consideradas para planejamento experimental por DCC. Trés variaveis independentes
- peptona (X1), extrato de levedura (X2) e L-prolina (Xs3) - foram consideradas para
avaliar seus efeitos sobre a producéo de L-asparaginase pelo isolado Penicillium sp.
2DSST1 (Tabela 9).

Tabela 9 - Valores das variaveis do planejamento experimental Delineamento Composto Central para
o0 isolado Penicillium sp. 2DSST1

Nome da variavel Unidades -1 0 1
Peptona % 3 4 5
Extrato de levedura % 3 4 5
L-prolina % 1 3 5

A matriz do desenho experimental DCC foi determinada pelo software Protimiza
Experimental Design. O experimento consistiu em 8 combinagdes das 3 variaveis a
serem avaliadas com 4 replicatas do ponto central, totalizando 12 corridas. Um disco
micelial de 8 mm de diametro do isolado Penicillium sp. 2DSST1 foi inoculado em
frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultivo Czapek Dox
modificado que foi preparado baseado no DCC apresentado na Tabela 10 com o meio
minimo, admitindo este o0 meio de cultivo no qual foi obtido o maior valor de atividade
de L-asparaginase pelo planejamento experimental Plackett-Burman (L-asparagina 3
%; nitrato de sodio 3 %; sulfato de aménio 3 %; K2HPO4 0,0152 %; KCI 0,052 %;
MgS04.7H20 0,052 %; ZnS0O4.7H20 0,001 %; FeS04.7H20 0,001 %; CuS0O4.5H20
0,001 %) autoclavados a 121°C por 20 minutos e incubados a 32°C em agitador

rotativo a 120 rpm por 48 horas. Apds a incubacdo, as culturas foram filtradas
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conforme descrito anteriormente. As biomassas foram pesadas, congeladas a -80°C,
e submetidos a extracdo da enzima para a realizacdo do ensaio enzimatico e
quantificacdo de proteinas totais. As atividades de L-asparaginase e especifica foram
expressas como U/mL de extrato bruto e U/mg de proteina, respectivamente.

Tabela 10 - Matriz do planejamento experimental Delineamento Composto Central para o isolado
Penicillium sp. 2DSST1

Corrida X1 (%) X2(%) X3(%) C:N

w
w
=

1,53
1,69
1,68
1,81
1,97
2,06
2,06
2,15
1,89
1,89
1,89
12 4 3 1,89

X1: peptona; Xz: extrato de levedura; Xs: L-prolina; C:N: valores da relacdo Carbono:Nitrogénio
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2.8.3. Cultivo de producdo para otimizacdo de meio de cultivo por

Delineamento Composto Central Rotacional

A partir do planejamento experimental por Plackett-Burman realizado com
fungos filamentosos isolados do solo do Cerrado do Centro-Oeste Brasileiro, a
espécie Fusarium sp. DCFS10 selecionada foi avaliada pelo Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR) com a finalidade de otimizar o meio de cultivo para a
producédo de L-asparaginase. As variaveis com efeito positivo segundo o planejamento
experimental Plackett-Burman pelo software Protimiza Experimental Design — L-
asparagina (X1), peptona (X2), glicose (Xs) e extrato de malte (X4) - foram consideradas
para planejamento experimental por DCCR (Tabela 11).
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Tabela 11 - Valores das variaveis do planejamento experimental Delineamento Composto Central
Rotacional para o isolado Fusarium sp. DCFS10
Nome da variavel Unidades -1 0 1

L-asparagina % 345
Peptona % 345
Glicose % 1 23
Extrato de malte % 345

A matriz do desenho experimental DCCR foi determinada pelo software
Protimiza Experimental Design. O experimento consistiu em 24 combinagdes das 4
variaveis a serem avaliadas com 4 replicatas do ponto central, totalizando 28 corridas.
Cinco discos miceliais de 8 mm de diametro do isolado Fusarium sp. DCFS10 foram
inoculados em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultivo
Czapek Dox modificado que foi preparado baseado no DCCR apresentado na Tabela
12 com o meio minimo, admitindo este o meio de cultivo no qual foi obtido o maior
valor de atividade de L-asparaginase pelo planejamento experimental Plackett-
Burman (L-prolina 1 %; sulfato de amoénio 3 %; K2HPO4 0,0152 %; KCI 0,052 %;
MgS04.7H20 0,052 %; ZnS0O4.7H20 0,001 %; FeS04.7H20 0,001 %; CuSO4.5H20
0,001 %) autoclavados a 121°C por 20 minutos e incubados a 32°C em agitador
rotativo a 120 rpm por 96 horas. ApOs a incubacgdo, as culturas foram filtradas
conforme descrito anteriormente. As biomassas foram pesadas, congeladas a -80°C
e submetidas a extracdo da enzima para a realizacdo do ensaio enzimatico e
guantificacdo de proteinas totais. As atividades de L-asparaginase e especifica foram

expressas como U/mL de extrato bruto e U/mg de proteina, respectivamente.
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Tabela 12 - Matriz do planejamento experimental Delineamento Composto Central Rotacional para o

isolado Fusarium sp. DCFS10

Corrida X1 (%) X2(%) Xs3(%) Xa(%) C:N
1 3 3 1 3 2,46
2 5 3 1 3 2,38
3 3 5 1 3 2,51
4 5 5 1 3 2,43
5 3 3 3 3 2,68
6 5 3 3 3 2,58
7 3 5 3 3 2,72
8 5 5 3 3 2,62
9 3 3 1 5 2,67
10 5 3 1 5 2,57
11 3 5 1 5 2,71
12 5 5 1 5 2,61
13 3 3 3 5 2,89
14 5 3 3 5 2,76
15 3 5 3 5 2,91
16 5 5 3 5 2,79
17 2 4 2 4 2,75
18 6 4 2 4 2,55
19 4 2 2 4 2,60
20 4 6 2 4 2,68
21 4 4 0 4 2,44
22 4 4 4 4 2,84
23 4 4 2 2 2,45
24 4 4 2 6 2,83
25 4 4 2 4 2,64
26 4 4 2 4 2,64
27 4 4 2 4 2,64
28 4 4 2 4 2,64

X1: L-asparagina; Xz

Carbono:Nitrogénio

peptona; Xs: glicose; Xa: extrato de malte; C:N: valores da relacdo
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2.9.Parametros cinéticos da curva de crescimento

Os parametros cinéticos de crescimento celular e atividade da L-asparaginase
produzida pelos isolados selecionados foram avaliados antes e apds a triagem das
variaveis dos meios de cultivo. Um disco micelial (8 mm de diametro) dos isolados
selecionados foi inoculado, em duplicata, em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo
50 mL de meio de cultivo Czapek Dox modificado (caldo batata dextrose 2,4 % e
extrato de levedura 1 %, L-prolina 1,71 %; NaNO3 1,99 %; L-asparagina 1,38 %
Glicose 0,65 %; K2HPO4 0,0152 %; MgS04.7H20 0,052 %; KCI 0,052 %;
ZnS04.7H20 0,001 %; FeSO4.7H20 0,001 %; CuS04.5H20 0,001 %; pH ajustado
em 6,5 com KOH 5M, relagdo C:N 2,0) e incubado a 30°C e 120 rpm por 120 horas.
Posteriormente, os isolados selecionados foram cultivados em meio de cultivo em que
o maior valor de atividade da L-asparaginase foi obtido de acordo com PBD, incubados
a 32°C e 120 rpm por 120 horas. As culturas foram filtradas a cada 24 horas e o micélio
foi pesado. A enzima foi extraida e a atividade da L-asparaginase foi determinada.

Os parametros cinéticos da producdo de L-asparaginase na curva de
crescimento, tais como a produtividade maxima de biomassa (Pxmax, Equacéo 5),
produtividade maxima da enzima (Pemax, Equacgéo 6), velocidade especifica maxima
(umax, Equacao 7), produtividade especifica da enzima (Memax, Equacao 8) e fator de
conversao de biomassa na enzima (Yexx, Equacéo 9) foram calculados, em que X é a
concentragcdo da biomassa (g/L), E € a atividade enzimética (U/L), t € o tempo (h) e

Hm € a velocidade especifica de crescimento.

Px,max = AX/At (5)
PE max = AE/At (6)
lnX% = W (E— 1t (7)
Yomax = 1 (8)

Ve == ©)
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.Selecéo dos fungos produtores de L-asparaginase

3.1.1. Triagem semi-quantitativa em meio solido

A triagem dos fungos isolados do Cerrado do Centro-Oeste Brasileiro pelo
método semi-quantitativo em meio solido contendo L-asparagina revelou a formacéo
de uma zona avermelhada em torno de 28 dos 40 isolados apdés 48 horas de
incubacédo (Figura 5). Na metade destes (14/28) foi observado um diametro de zona
duas vezes o didmetro da colbnia (indice > 2): duas espécies de Aspergillus (DCFS1
e A. terreus 2DCSS6), oito espécies de Penicillium (DCFS6, RCFS24, 2DSST1,
2DMGSE2, RCFS6, 2DSST10, RCFT14 e DCFF2), uma espécie de Fusarium
(DCFS10) e trés fungos endofiticos ndo identificados (CAG2, EP03 e EP01). Doze
isolados (12/40) ndo cresceram em meio contendo L-asparagina, dos quais 10
isolados sdo fungos endofiticos (BR, CAG, CAG1, CAG3, CAM01, CB02, GOI3,
IPEO2, OHO1, OHO03, Aspergillus sp. DCFS9 e Fusarium sp. RCFS3). A presenca de
uma zona avermelhada nas placas controle contendo nitrato de sodio pode ser
explicada pela assimilagdo deste sal pelos fungos transformando-o em amonia,
consequentemente alcalinizando o meio. O primeiro passo na assimilagéo do nitrato
€ o influxo de nitrato nas células, seguido pelas atividades cataliticas da nitrato
redutase e nitrito redutase que sequencialmente produz nitrito e aménio, este Gltimo
convertido em nitrogénio organico para crescimento celular (UNKLES; WANG,;
WANG; GLASS et al., 2004). Os indices de zona de todos os isolados estdo

apresentados na Tabela 13.
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Figura 5 - Triagem semi-quantitativa da producéo de L-asparaginase pelos fungos isolados do Cerrado
do Centro-Oeste brasileiro em meio sélido contendo uma UGnica fonte de nitrogénio: L-asparagina como
substrato da enzima (a esquerda) e nitrato de sédio como controle (a direita). 2DCSS6 (1); 2DMGSE2
(2); 2DSSSEL1 (3); 2DSST1 (4); 2DSST10 (5); 2RCSS1 (6); BR (7); CAG (8); CAGL1 (9); CAG2 (10);
CAG3 (11); CAMO1 (12); CB02 (13); DCFF2 (14); DCFF4 (15); DCFS1 (16); DCFS6 (17); DCFS9 (18);
DCFS10 (19); DCFT2 (20); DCFT5 (21); DCFTP7 (22); EPO1 (23); EP03 (24); EP04 (25); GOI3 (26);
IPEO2 (27); IPEO3 (28); IPEO5 (29); OHO01 (30); OH03 (31); PEQO2 (32); PT02 (33); RCFS3 (34); RCFS6
(35); RCFS7 (36); RCFS17 (37); RCFS21 (38); RCFS24 (39); RCFT14 (40)
1 L 2 . §3 , 4




80

Tabela 13 - Valores de indice de zona para os isolados do Cerrado do Centro-Oeste brasileiro usando vermelho de fenol como indicador que representa a
extensdo da producgédo de L-asparaginase ap6s 48 h de incubacao

(continua)
L-asparagina NaNOs

Espécie Isolado Didmetro da zona Didametro da colbnia indice da Didmetro da zona Didmetro da coldnia indice da

(mm) (mm) zona (mm) (mm) zona
Aspergillus sp. DCFS1 50 11 4,55 0 11 0,00
Penicillium sp. DCFS6 40 10 4,00 10 10 1,00
Penicillium sp. RCFS24 50 13 3,85 20 11 1,82
A. terreus 2DCSS6 40 11 3,64 11 11 1,00
Penicillium sp. 2DSST1 40 11 3,64 11 11 1,00
Penicillium sp. 2DMGSE2 40 11 3,64 0 11 0,00
Penicillium sp. RCFS6 50 16 3,13 20 11 1,82
Penicillium sp. 2DSST10 45 15 3,00 25 12 2,08
NI CAG2 45 16 2,81 10 10 1,00
Penicillium sp. RCFT14 40 15 2,67 20 11 1,82
Fusarium sp. DCFS10 55 22 2,50 30 21 1,43
Penicillium sp. DCFF2 30 12 2,50 45 45 1,00
NI EPO3 60 27 2,22 28 28 1,00
NI EPO1 55 25 2,20 25 25 1,00
NI PEQO2 55 28 1,96 29 29 1,00
Penicillium sp. 2DSSSE1 65 35 1,86 0 40 0,00
Penicillium sp. DCFF4 25 14 1,79 20 11 1,82
NI IPE3 40 23 1,74 0 20 0,00
NI EPO4 40 25 1,60 40 30 1,33
Penicillium sp. 2RCSS1 50 50 1,00 50 50 1,00
Penicillium sp. DCFT5 25 25 1,00 0 11 0,00
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Tabela 13 - Valores de indice de zona para os isolados do Cerrado do Centro-Oeste brasileiro usando vermelho de fenol como indicador que representa a
extensdo da producédo de L-asparaginase apés 48 h de incubacao

L-asparagina NaNOs3

Espécie Isolado Didametro da zona Didametro da colbnia indice da Didmetro da zona Didmetro da coldnia indice da

(mm) (mm) zona (mm) (mm) zona
NI IPE5S 20 20 1,00 0 20 0,00
NI PTO2 20 20 1,00 0 20 0,00
A. niger RCFS17 16 16 1,00 0 10 0,00
Penicillium sp. DCFT2 48 55 0,87 0 55 0,00
Penicillium sp. RCFS7 50 60 0,83 0 55 0,00
Mucor sp. DCFTP7 25 60 0,42 0 8 0,00
Trichoderma sp. RCFS21 17 45 0,38 0 45 0,00
NI BR 0 17 0,00 0 17 0,00
NI CAG 0 10 0,00 0 10 0,00
NI CAG1 0 11 0,00 0 11 0,00
NI CAG3 0 11 0,00 0 11 0,00
NI CAMO1 0 11 0,00 0 11 0,00
NI CB02 0 20 0,00 0 24 0,00
Aspergillus sp. DCFS9 0 a7 0,00 0 45 0,00
NI GOI3 0 24 0,00 0 11 0,00
NI IPE2 0 25 0,00 0 30 0,00
NI OHO1 0 17 0,00 0 15 0,00
NI OHO03 0 30 0,00 0 35 0,00
Fusarium sp. RCFS3 0 8 0,00 14 11 1,27

NI: ndo identificado (concluséo)
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Os isolados de fungos do Cerrado Brasileiro apresentaram indices de zona
maiores ou similares, em menor periodo de incuba¢do, quando comparados aos
dados encontrados na literatura. Ashok et al. (2019) examinaram e isolaram 50
espécies de fungos coletados do solo e musgos na Antartica, dos quais 30 isolados
produziram L-asparaginase livre de glutaminase e urease usando o indicador
vermelho de fenol. O valor maximo do indice de zona obtido foi de 5,8 apds 96 horas
de incubacao para a cepa Trichosporon asahii IBBLAL, que produziu L-asparaginase
livre de glutaminase e urease (ASHOK; DORIYA; RAO; QURESHI et al., 2019). Doriya
e Kumar (2016) isolaram 45 espécies de fungos dos solos de Vizag, Kanyakumari,
Ghats Ocidental na india e de residuos agricolas e as examinaram quanto & produc&o
de L-asparaginase. Seis isolados (Curvularia sp. S3.4, Rhizopus sp. W3, Rhizopus sp.
W5, Aspergillus sp. C3, Aspergillus sp. C7 e Aspergillus sp. MTCC 1782) produziram
indices de zona variando de 1,0 a 2,40 e 1,18 a 2,40 usando indicadores vermelho de
fenol e azul de bromotimol, respectivamente, apds 72 horas de incubacédo (DORIYA;
KUMAR, 2016). Sarquis et al. (2004) avaliaram 26 cepas pertencendo aos géneros
Aspergillus, Penicillium e Fusarium pelo método semi-qualitativo descrito por Gulati et
al. (1997), a qual demonstrou que apenas as cepas do género Aspergillus
apresentaram producdo de asparaginase, selecionando A. tamarii (cepa IOC 186) e
A. terreus (cepa IOC 217) para aprofundamento dos estudos (SARQUIS; OLIVEIRA;
SANTOS; COSTA, 2004). Gongalves et al. (2016) avaliaram a producdo de L-
asparaginase a partir de 12 linhagens de fungos filamentosos cultivadas em agar
Czapek-Dox/corante azul de bromotimol, dentre os quais trés linhagens - Penicillium
sp. T6.2, Penicillium sp. T8.3 e Fusarium sp. T22.2 — produziram um indice de zona
maior que 1,0 apds 72 horas em culturas inoculadas com conidios. Outra cepa,
Penicillium sp. T9.1 também produziu indice de zona maior que 1.0, mas apos 168
horas, enquanto Penicillium sp. T6.1 atingiu indice de zona 0,88 apds 168 horas
(GONCALVES; MAIA; RUEDA; VANZELA, 2016). Thakur et al. (2014) observaram a
formacéao de halo vermelho ao redor do fungo Mucor hiemalis apds 72h de incubacéo
(THAKUR; LINCOLN; NIYONZIMA; MORE, 2014).

Chow e Ting (2015) avaliaram 89 fungos endofiticos, dos quais apenas 25
morfotipos produziram L-asparaginase. Cada morfotipo produziu diferentes tamanhos
de diametro da zona rosa, variando de 4 a 37 mm com uma mediana de 12 mm
(CHOW,; TING, 2015). Yadav e Sarkar (2014) observaram a formacado de uma zona

avermelhada em torno dos discos de micélio dos fungos Alternaria alternata (18 mm),
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Aspergillus ochraceus (13 mm), Penicillium citrinum (21 mm) e Fusarium oxysporum
(24 mm) apos 3-5 dias de incubacéo, no qual este ultimo foi observado o maior halo e
a maior producéo de L-asparaginase em fermentacéo submersa (YADAV; SARKAR,
2014). Uzma et al. (2016) observaram a formag&o de uma zona avermelhada em torno
dos discos de micélio inoculados por 5-7 dias em 11 dos 45 fungos endofiticos
isolados de Tinospora cordifolia (Willd.), identificados molecularmente como Fusarium
solani (25,00 £ 0,59 mm), Mycelia sterilia spp.1 (47,66 + 1,30 mm), Aspergillus spp.
(43,66 £ 0,78 mm), Mycelia sterilia spp.2 (34,66 £ 0,29 mm), Cladosporium spp. (54,00
+ 0,51 mm), Penicillium spp. (59,00 + 0,51 mm), Trichoderma asperellum (69,00 £ 0,29
mm), Aspergillus sp. (23,66 + 0,78 mm), Aspergillus sp. (24,00 = 0,78 mm), Aspergillus
sp. (36,00 £ 0,51 mm), F. solani (76,00 £ 0,51 mm), sendo este o maior halo obtido
(UZMA; MURTHY K.; SRINIVAS, 2016). Jalgaonwala et al. (2014) observaram a
formacdo de uma zona avermelhada em torno do disco de micélio inoculados por 5-7
dias do fungo endofitico Eurotium sp. (23 mm) isolado dos rizomas de Curcuma longa
(JALGAONWALA; MAHAJAN, 2014). As espécies de fungos dos géneros Aspergillus,
Fusarium e Penicillium séo as mais relatadas como produtoras de L-asparaginase na

literatura, assim como as identificadas no presente estudo.

3.1.2. Triagem quantitativa em cultivo submerso

Os valores da atividade de L-asparaginase quantificada nas células das
espécies fungicas isoladas do Cerrado do Centro-Oeste brasileiro variaram entre 0 a
2,29 Ul/gesuia (Figura 6). Os maiores valores da atividade de L-asparaginase (> 0,5
U/gceaiuia) foram obtidos por sete espécies fungicas isoladas do solo (7/40): Mucor sp.
DCFTP7, Penicillium sp. RCFT14, Fusarium sp. DCFS10, Penicillium sp. DCFS6,
Aspergillus terreus 2DCSS6, Aspergillus sp. DCFS1 e Penicillium sp. 2DSST1. Dentre
estes, os isolados Penicillium sp. RCFT14, Fusarium sp. DCFS10, Penicillium sp.
DCFS6, Aspergillus terreus 2DCSS6, Aspergillus sp. DCFS1 e Penicillium sp. 2DSST1
obtiveram elevados indices de zona pela triagem semi-gquantitativa em meio solido,
corroborando com os resultados apresentados pela triagem quantitativa em cultivo

submerso.
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Figura 6 - Triagem quantitativa da producao de L-asparaginase quantificada nas células dos 40 fungos isolados do Cerrado do Centro-Oeste brasileiro apés
cultivo submerso. As andlises foram realizadas em duplicatas dentro de cada replicata (n = 4) e os resultados sédo apresentados como distribuigdo das atividades
enzimaticas para cada isolado do solo (marrom) e isolado das plantas (verde)
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Tendo em vista o objetivo do presente trabalho por buscar novas fontes
produtoras de L-asparaginase, o isolado Aspergillus terreus 2DCSS6 foi excluido da
selecdo embora tenha apresentado um dos maiores valores de indice de zona pelo
método semi-quantitativo e atividades de L-asparaginase pelo método quantitativo do
acido L-aspartil-B-hidroxdmico por ser uma espécie amplamente estudada pela
producao desta enzima (BALASUBRAMANIAN; AMBIKAPATHY;
PANNEERSELVAM, 2012; BASKAR; RENGANATHAN, 2012; COSTA-SILVA;
FLORES-SANTOS; FREIRE; VITOLO et al.,, 2018; DA ROCHA; COSTA-SILVA;
AGAMEZ-MONTALVO; FEITOSA et al.,, 2019; FARAG; HASSAN; BELTAGY; EL-
SHENAWY, 2015; LOUREIRO; BORGES; ANDRADE; TONE et al., 2012; SARQUIS;
OLIVEIRA; SANTOS; COSTA, 2004). Portanto, os isolados Mucor sp. DCFTP7,
Penicillium sp. RCFT14, Fusarium sp. DCFS10, Penicillium sp. DCFS6, Aspergillus
sp. DCFS1 e Penicillium sp. 2DSST1 foram selecionados para os experimentos
posteriores.

Os fungos endofiticos isolados do Cerrado do Centro-Oeste Brasileiro foram
excluidos deste estudo por apresentarem valores de atividade enzimatica inferiores
aos fungos isolados do solo (< 0,5 U/gcsiula). Chow e Ting (2015) avaliaram a producgéo
de L-asparaginase por fungos isolados a partir de plantas associadas a atividade
anticancer. As atividades de L-asparaginase dos endofitos obtidas foram de 0,013 e
0,019 pM/mL/min para F. oxysporum e P. simplicissimum neste estudo,
respectivamente, no entanto, inferiores aos niveis produzidos por alguns fungos
conhecidos do género Fusarium e Penicillium sp. Presumiram entdo que a diferenca
na quantidade de L-asparaginase produzida pode ser atribuida a varios fatores, que
incluem os meios de cultura utilizados e as diferentes espécies de endofitos testados,
embora do mesmo género (CHOW; TING, 2015).

Krishnapura et al. (2016) observou diminuigdo gradual da atividade da L-
asparaginase ao longo do tempo em Talaromyces pinophilus e outros enddfitos. A
perda da capacidade de producdo de L-asparaginase é talvez devido a degeneragéo
da cepa (KRISHNAPURA, P. R.; BELUR, P. D., 2016). Fenbmeno semelhante de
degeneracéo de cepas endofiticas foi observado na producédo de alcaldides do ergot
a partir de fungos endofiticos Acremonium coenophialum (BACON, 1988). Wang et al.
(2010) mencionaram que a producdo de taxol da cepa de um fungo endofitico
Tubercularia sp. TF5 se tornou indetectavel devido a degeneracdo da cepa apos

repique laboratorial a longo prazo (WANG; LIU; LI; XU et al.,, 2010). Portanto, é
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possivel inferir que a atividade L-asparaginase inferior dos fungos endofiticos é
atribuida ao repique continuo destes em laboratorio, perdendo sua atividade
enzimatica.

Os resultados de atividade enzimética obtidos no presente trabalho para a
quantificacdo da atividade de L-asparaginase foram baseados na metodologia do -
hidroxamato aspartico. Drainas et al. (1977) mensuraram a atividade da asparaginase
de trés maneiras: Primeiro, por medicdo qualitativa (ap0s separacdo cromatografica
em papel) do acido aspértico produzido a partir da asparagina; segundo, medindo a
producdo de NHs, usando o reagente de Nessler (IMADA; IGARASI; NAKAHAMA,;
ISONO, 1973), da asparagina; em terceiro lugar, medindo a quantidade de
hidroxamato aspéartico produzido a partir de asparagina e hidroxilamina. Os autores
demonstraram que os trés métodos déo resultados semelhantes. Os extratos de tipos
selvagens produzem a quantidade maxima de hidroxamato aspartico e NHs apos o
crescimento em condi¢cdes o6timas, e uma grande banda de &cido aspartico na
cromatografia em papel. Os autores empregaram o ensaio baseado na producéo de
hidroxamato aspartico, pois consideraram este método o mais conveniente e sensivel
(DRAINAS; PATEMAN, 1977).

Os resultados descritos na literatura para quantificacdo da atividade L-
asparaginase utilizam a metodologia de Nessleriza¢céo, na qual o reagente de Nessler
quantifica a aménia presente no ensaio. O método baseia-se na teoria de que a L-
asparaginase cliva a L-asparagina em &cido aspartico e aménia, portanto, uma
unidade internacional (Ul) de L-asparaginase é a quantidade de enzima que libera um
pmol de aménia em um minuto (IMADA; IGARASI; NAKAHAMA; ISONO, 1973).
Entretanto, o meio de cultivo fermentado livre de células comumente utilizado como
amostra para o ensaio enzimatico contém aminoacidos (L-prolina) e sais (nitrato de
sédio, sulfato de amdnio, ureia, peptona e extrato de levedura) na sua composicao
utilizados como fontes de nitrogénio que, devido a clivagem por outras enzimas
expressas pelos fungos como por exemplo proteases, nitrato redutase e nitrito
redutase (UNKLES; WANG; WANG; GLASS et al., 2004), produzem amdnia no meio,
a qual é guantificada durante o ensaio enzimatico. Tais interferentes superestimam a
producdo de L-asparaginase quando o método de quantificacdo por Nessler é
empregado, inviabilizando a comparacao dos resultados obtidos no presente trabalho
com aqueles disponiveis na literatura (DE FREITAS; SOUZA; CRUVINEL; BARROS
et al., 2019).
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3.2.Triagem de fungos produtores de glutaminase

Os valores da atividade de glutaminase comparada a L-asparaginase
quantificada nas células das espécies fungicas isoladas do Cerrado do Centro-Oeste
brasileiro demonstraram que nao houve diferenca estatisticamente significativa entre
os titulos de atividade das enzimas por Penicillium sp. RCFT14 (p = 0,0821) e
Aspergillus sp. DCFS1 (p = 0,3429), este ultimo tendo atividade da glutaminase
superior a atividade da L-asparaginase. Por outro lado, os valores da atividade da L-
asparaginase dos isolados Fusarium sp. DCFS10 (p = 0,0022), Penicillium sp.
2DSST1 (p = 0,0224) e DCFS6 (p = 0,0056), e Mucor sp. DCFTP7 (p = 0,0278) foram
significativamente maiores do que os valores de atividade glutaminase, portanto,
Fusarium sp. DCFS10, Penicillium sp. 2DSST1, Penicillium sp. DCFS6 e Mucor sp.
DCFTP7 foram selecionados para experimentos posteriores devido aos valores mais
altos da atividade da L-asparaginase com os valores mais baixos da atividade da

glutaminase (Figura 7).

Figura 7 - Triagem quantitativa da producdo de glutaminase quantificada nas células dos fungos
isolados do Cerrado do Centro-Oeste Brasileiro apds cultivo submerso com maiores niveis de atividade
de L-asparaginase. As analises foram realizadas em duplicatas dentro de cada replicata (n = 4) e o0s
resultados sdo apresentados como distribuicdo das atividades enziméticas para cada isolado
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Tendo em vista que coatividade de glutaminase da L-asparaginase esta
relacionada com a ocorréncia de efeitos colaterais toxicos que incluem reacao
alérgica, pancreatite, anormalidades na coagulacdo, alcalose respiratoria,
hiperglicemia, ndusea, vomito, hiperamoanemia e neurotoxicidade (ALBRECHT;
NORENBERG, 2006; CACHUMBA; ANTUNES; PERES; BRUMANO et al., 2016;
TONG; PIETERS; DE GROOT-KRUSEMAN; HOP et al., 2014; WARRELL; CHOU,;
GORDON; TAN et al., 1980), faz-se necessaria a busca por uma fonte produtora de
L-asparaginase com baixa atividade glutaminase.

3.3.Avaliacao dos cultivos com e sem pré-indculo

A producdo de L-asparaginase pelos isolados selecionados com maiores niveis
de atividade da L-asparaginase com menores valores de atividade da glutaminase foi
avaliada quando estes isolados foram cultivados em IC — caldo batata dextrose 2,4 %
e extrato de levedura 1 % - junto ao MCDM por 5 dias frente ao cultivo em IC por 3
dias e posteriormente transferido para MCDM por 5 dias (Figura 8).

Figura 8 - Comparacéo da atividade de L-asparaginase por fungos isolados do solo do Cerrado do
Centro-Oeste Brasileiro sob diferentes cultivos submersos em diferentes periodos de incubagéo. IC:
meio de cultivo indutor do crescimento; MCDM: meio de cultivo Czapek Dox modificado
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A analise estatistica pelo teste t ndo-pareado revelou que a média dos valores
de atividade enzimatica é significativamente diferente (p < 0,05) para Penicillium sp.
2DSST1 e Mucor sp. DCFTP7, ou seja, a producao de L-asparaginase por Penicillium
sp. 2DSST1 é incrementada quando este isolado € cultivado em meio de cultivo IC
combinado ao meio de cultivo CDM por 5 dias e a producéo de L-asparaginase por
Mucor sp. DCFTP7 é incrementada quando este isolado € cultivado em meio de cultivo
IC por 3 dias e posteriormente transferido para meio de cultivo CDM por 5 dias.

Nao houve diferenca significativa (p < 0,05) na média dos valores de atividade
enzimatica para Fusarium sp. DCFS10 e Penicillium sp. DCFS6 quando estes foram

cultivados em meio de cultivo IC junto ou separado do meio de cultivo CDM.
3.4.Rompimento da célula fungica para liberacdo de L-asparaginase
3.4.1. Método mecéanico por maceracao
A maceracdo do micélio congelado em gral e pistilo como metodo mecéanico foi
realizada e a atividade de L-asparaginase foi quantificada no extrato bruto e expressa

como U/mL (Tabela 14).

Tabela 14 - Valores das atividades de L-asparaginase por espécies fungicas isoladas do Cerrado do
Centro-Oeste Brasileiro quando submetidas & método mecénico de rompimento celular

Espécie fungica U/mL
DCFS10 0,50
2DSST1 0,43
DCFTP7 0,06

DCFS6 0,02

A producédo de pigmento alaranjado foi observada em todas as amostras em
que foi utilizado o coquetel inibidor de protease. Os brancos das amostras obtiveram
um aumento de aproximadamente 100 % em suas absorbancias em comparacao
agueles que néo foram adicionados coquetel inibidor de protease. Esta observacao
pode ser explicada pela interacdo de um dos componentes do coquetel inibidor de

protease, inibidor de metaloproteases 1,10-fenantrolina, com o cloreto férrico utilizado
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no ensaio enzimatico. A fenantrolina reage com os ions Ferro Il e Ferro Ill formando o
ion complexo ferroso trifenantrolina vermelho (KOLTHOFF; LEUSSING; LEE, 1950).
A espécie fungica Mucor sp. DCFTP7 foi identificada fenotipicamente pelo
Professor Dr. Luis Roberto Batista do Laboratério de Microbiologia de Alimentos da
Universidade Federal de Lavras (UFLA) como Mucor spp. Semelhante aos outros
membros da familia Mucoraceae, sado observadas infecgcdes com uma variedade de
estados patologicos que causam imunossupressdo. Varias espécies de Mucor
causam doencas em seres humanos, ja que fungos deste género sao oportunistas
(RIBES; VANOVER-SAMS; BAKER, 2000). Adicionalmente, a atividade de L-
asparaginase tem reduzido nesta espécie fungica ao longo do tempo. Por estes
motivos, a pesquisa no isolado Mucor sp. DCFTP7 foi descontinuada neste estudo.
Fusarium sp. DCFS10 e Penicillium sp. 2DSST1 foram selecionados para
experimentos posteriores por terem produzido os valores mais altos da atividade da

L-asparaginase com os valores mais baixos da atividade da glutaminase.

3.4.2. Método fisico por sonicagéo

O rompimento celular do fungo filamentoso Penicillium sp. 2DSST1 pelo
método fisico por sonicagéo foi comparado ao método mecanico por maceracao apos
o cultivo. A sonicagdo do micélio da espécie fungica Penicillium sp. 2DSST1 como
metodo fisico foi realizada e a atividade enziméatica de L-asparaginase e
concentracfes de proteinas totais foram quantificadas no sobrenadante do extrato
bruto e comparadas com aquelas obtidas por maceracdo da amostra no mesmo
cultivo (Tabela 15).

Tabela 15 - Comparacao da eficiéncia dos métodos mecanico e fisico para extragcdo da L-aparaginase
de Penicillium sp. 2DSST1

Método L-asparaginase Proteinas totais Atividade
empregado (U/mL) (mg/mL) especifica (U/mg)
Maceracgéao 2,35+ 0,03 2,95 +£0,05 0,80
Sonicacao 0,48 + 0,02 1,32 £0,02 0,36

A maceracgao da biomassa fungica foi 0 método mais eficiente para a liberacéo

de L-asparaginase. A atividade da L-asparaginase e a atividade especifica Penicillium
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sp. 2DSST1 extraida pelo método de maceracdo foi 5 vezes e 2 vezes maior,
respectivamente, do que os valores obtidos pelo método de sonicacédo, sugerindo que
0 método mecéanico promoveu a ruptura das células fungicas, liberando assim mais L-
asparaginase quando comparado ao método de sonicacao.

Ferrara et al. (2010) estudaram a extracdo de L-asparaginase do espaco
periplasmatico da levedura Pichia pastoris recombinante através do tratamento de
congelamento seguido de descongelamento das células de levedura seguido de
extracdo com tampdao fosfato de potassio e tratamento alcalino com tampao fosfato
de potassio contendo 10 mM cisteina em pH 11,5, os quais obtiveram atividades L-
asparaginase quantificadas pelo método de B-hidroxamato aspartico de 13,274 U/mL
(0,84 mg/mL de proteina) e 19,134 U/mL (1,22 mg/mL de proteina), respectivamente
(FERRARA; SEVERINO; VALENTE; PERALES et al., 2010). Costa-Silva et al (2018)
avaliaram diferentes métodos de rompimento de célula microbiana para a liberacéo
de L-asparaginase em uma cepa de Aspergillus terreus, que obteve 2,8 + 0,62 U/mg
de atividade especifica quando o método de congelamento seguido de maceracao
das células foi empregado, utilizando o reagente de Nessler para quantificar a
atividade enzimatica. O maior rendimento de extracdo de proteinas da célula fungica
foi obtido pelo tratamento mecéanico, que se revelou o mais eficaz para a
desintegracdo de células de fungos filamentosos. Além disso, o método de
congelamento e maceracao foi o método mais simples e rapido utilizado para a
liberacdo da L-asparaginase (COSTA-SILVA; FLORES-SANTOS; FREIRE; VITOLO
et al., 2018). Santos et al. (2018) utilizaram um sistemas de duas fases aquosas de
sal de polimero com base em polietilenoglicol e tampao citrato, com liquidos ibnicos
como adjuvantes, combinados com a permeabilizacdo da membrana celular usando
n-dodecano e glicina para a purificacdo in situ de L-asparaginase periplasmatica de
células de E. coli. A extracdo foi realizada através da permeabilizacdo celular por
glicina e n-dodecano, seguida pela precipitagdo das proteinas contaminantes com
sulfato de amoénio. Sistemas aquosos de duas fases foram integrados como uma
etapa final de purificacéo, sendo: tamp&o PEG 6000/citrato (15/15 % em peso), pH 7
sem liquidos ibnicos e PEG 6000/tampao citrato (15/15 % em peso) com 5 % em peso
de [C4mim] [CH3SOs] como adjuvante em pH 7 para o ATPS suplementado com
iquidos ibnicos (SANTOS; FLORES-SANTOS; MENEGUETTI; RANGEL-YAGUI et
al., 2018).
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3.4.3. Avaliacao das estruturas fungicas por microscopia

Alteracdes morfolégicas de Penicillium sp. 2DSST1 submetidos a métodos
mecanicos para rompimento de células fangicas foram observados em MEV e
comparados com uma amostra de controle (Figura 9). Foi possivel visualizar a
estrutura morfolégica saudavel de esporos e hifas no micélio de Penicillium sp.
2DSST1 na biomassa nao tratada usada como controle (Figura 9A-B). Embora a
ruptura dos conidios tenha sido observada nas duas amostras submetidas a métodos
de extracdo mecanica (Figura 9C-E), ndo foi possivel observar muitas alteracfes
morfolégicas na amostra sonicada quando comparado ao controle devido a presenca
de conidios intactos (Figura 9F), enquanto na amostra macerada os conidios que nao
foram rompidos se apresentaram enrugados (Figura 9C). Portanto, € possivel inferir
gue o método de maceracao parece ter um efeito prejudicial mais profundo nas células

fungicas em comparacao a sonicacao.



93

Figura 9 - Imagens de microscopia de varredura das amostras de biomassa de Penicillium sp. 2DSST1
(A) e (B) controle; (C) e (D) biomassa submetida a extracdo mecénica por maceracdo com gral e pistilo;
E) e (F) biomassa submetida a maceracéo fisica icacao

Jeong et al. (2015) avaliou os efeitos de radiacdo ionizante em fungos
patogénicos apos colheita (JEONG; SHIN; CHU; PARK, 2015). Os esporos de Botrytis

cinerea, Penicillium expansum e Rhizopus stolonifer foram submetidos a irradiacéo de

1.0 kGy de raio-Gamma, raio-X e e-beam e as ateracdes morfoldgicas dos esporos
fungicos foram examinadas por analise das imagens obtidas por MEV. Os esporos
expostos foram destruidos e exibiram um alto grau de esvaziamento na superficie dos
esporos (Figura 10). Similarmente, a destruicdo e esvaziamento dos esporos de

Penicillium sp. 2DSST1 foi observada em maior grau na amostra submetida a
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rompimento celular por maceracdo e em menor grau na amostra submetida a

sonicacao.

Figura 10 - A morfologia da superficie dos esporos dos fungos foi analisada por MEV ap6s irradiacdes
(0 e 1,0 kGy). Os esporos expostos foram esmagados e exibiram um alto grau de esvaziamento na
superficie dos esporos em B. cinerea (A), P. expansum (B), e R. stolonifer (C). Fonte: (JEONG; SHIN;
CHU; PARK, 2015)
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3.5.1dentificacdo das espécies fungicas selecionadas

As espécies de fungos selecionadas como melhores produtoras de L-
asparaginase foram confirmadas por técnicas de biologia molecular. Apos a anélise
com as sequéncias no Genbank e analise de agrupamento filogenético, foi
estabelecido que as sequéncias de nucleotideos deduzidas das cepas fangicas eram
altamente homologas (100 %) com as sequéncias de rDNA ITS, calmodulina, B-
tubulina e RPB2 relatadas de Penicillium e sequéncias ITS, B-tubulina e EF-1a de
Fusarium. As mesmas sequéncias de fragmentos foram utilizadas na identificacéo
multigénica de espécies. Com base na analise multilocus, os isolados Penicillium sp.
2DSST1 (Figura 11) e Fusarium sp. DCFS10 (Figura 12) foram identificados como
Penicilium sizovae (Figura 13A) e Fusarium proliferatum (Figura 13B),
respectivamente. As novas sequéncias foram depositadas no GenBank sob niameros

de acesso conforme a Tabela 16 e estardo disponiveis para consulta.

Figura 11 - Penicillium sizovae 2DSST1 crescido em placa de Petri contendo agar batata dextrose (A)
frente (B) verso

Figura 12 - Fusarium proliferatum DCFS10 crescido em placa de Petri contendo agar

batata dextrose (A) frente (B) verso
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Figura 13 - Arvore filogenética bayesiana baseada em sequéncias concatenadas. Os valores das probabilidades bayesianas posteriores sdo indicados nos nés
e as linhas grossas indicam probabilidade posterior maior ou igual a 0,99. Os espécimes deste estudo estdo destacados em negrito. Sequéncias ITS,
calmodulina, B-tubulina e RPB2 de espécies de Penicillium da secao Citrina (a). A arvore foi enraizada com Coccidioides immitis CBS 146.56". Sequéncias

ITS, B-tubulina e EF-1a do género Fusarium (b). A arvore foi enraizada com Penicillium chrysogenum CBS 306.48. T = tipo; NT = novo tipo
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Tabela 16 - Sequéncias de fragmentos utilizadas na identificacdo multigénica das espécies Penicillium sizovae e Fusarium proliferatum

98

Identificacdo das sequéncias Substrato Coletado por  Estirpe Hospedeiro Nome forward primer Nome reverse primer NCBI
Seql Solo Siqueira, F.G. 2DSST1 Penicillium sizovae ITS1-F ITS-4 MT790711
Seq2 Solo Siqueira, F.G. DCFS10 Fusarium proliferatum ITS1-F ITS-4 MT790712
Seql Solo Siqueira, F.G. 2DSST1 Penicillium sizovae cmd5 cmd6 MT815922
Seq2 Solo Siqueira, F.G. 2DSST1 Penicillium sizovae Bt2a Bt2b MT815923
Seq3 Solo Siqueira, F.G. 2DSST1 Penicillium sizovae fRPB2-5F fRPB2-7cR MT815924
Seq4 Solo Siqueira, F.G. DCFS10 Fusarium proliferatum Bt2a Bt2b MT815925
Seqg5 Solo Siqueira, F.G. DCFS10 Fusarium proliferatum EF1-728F EF1-986R MT815926
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Algumas espécies dos géneros Penicillium e Fusarium foram relatadas como
produtoras de L-asparaginase: Fusarium sp. (KUMAR; SEDOLKAR; TRIVENI,
KUMAR et al.,, 2016), F. culmorum (MEGHAVARNAM; JANAKIRAMAN, 2015), F.
equiseti (HOSAMANI; KALIWAL, 2011), F. moniliforme (TIPPANI; SIVADEVUNI,
2012), F. oxysporum (CHANAKYA; NAGARJUN; SRIKANTH, 2011; YADAV;
SARKAR, 2014), F. solani (UZMA; MURTHY K.; SRINIVAS, 2016), F. tricinctum
(SCHEETZ; WHELAN; WRISTON, 1971), Penicillium brevicompactum NRC 829
(ELSHAFEI; HASSAN; ABOUZEID; MAHMOUD et al., 2012), P. citrinum (YADAYV,
SARKAR, 2014), P. cyclopium (SHAFEI, EL-REFAI; MOSTAFA; EL-REFAI et al.,
2015) e P. digitatum (SHRIVASTAVA; KHAN; SHRIVASTAV; JAIN et al., 2012),
Penicillium sp. T6.2 e Fusarium sp. T22.2 (GONCALVES; MAIA; RUEDA; VANZELA,
2016). Entretanto, ndo existem relatos na literatura sobre producdo desta enzima

pelas espécies de fungos identificadas no presente trabalho, o que o torna inédito.

3.6.0timizacdo do meio de cultivo para a producéo de L-asparaginase pelos
fungos filamentosos isolados do solo do Cerrado do Centro-Oeste

brasileiro

A partir da triagem realizada com fungos filamentosos isolados do solo do
Cerrado do Centro-Oeste Brasileiro, os isolados selecionados com maiores niveis de
atividade de L-asparaginase e menores valores de atividade de glutaminase — P.
sizovae e F. proliferatum - foram avaliados frente a diferentes condi¢des sob cultivo
submerso. Uma triagem inicial variaveis importantes a producao de L-asparaginase
por cada espécie foi realizada com o emprego do planejamento experimental Plackett-
Burman Design, seguido de otimizagdo do meio de cultivo utilizando as variaveis
selecionadas em planejamento experimental Delineamento Composto Central (DCC)

ou Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR).

3.6.1. Triagem de variaveis por planejamento experimental Plackett-Burman de

P. sizovae

O planejamento experimental Plackett-Burman foi empregado para identificar
as variaveis que mais influenciam na producao de L-asparaginase como um método

de triagem eficiente para identificar os fatores ativos utilizando a menor quantidade de
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corridas experimentais possivel. A otimizacdo de meio de cultivo geralmente é um
processo demorado e intensivo em mao-de-obra. O desenho experimental de
Plackett-Burman provou ser uma ferramenta valiosa para a rapida avaliacdo dos
efeitos dos varios componentes do meio de cultivo. Uma vez que este design € uma
técnica preliminar de otimizacdo, que testa apenas dois niveis de cada componente,
nao pode fornecer a quantidade ideal de cada componente requerido no meio (YU;
HALLETT; SHEPPARD; WATSON, 1997). Esta técnica, no entanto, fornece
indicagOes de como cada componente tende a afetar a atividade da L-asparaginase.

Os valores das atividades de L-asparaginase do isolado P. sizovae segundo o
planejamento experimental Plackett-Burman variaram entre 0 e 3,68 + 0,14 U/mL
(Tabela 17). O maior valor de atividade enzimética foi obtido na corrida numero 7, em
meio de cultivo composto por 1 % L-prolina; 3 % L-asparagina; 0 % ureia; 3 % nitrato
de sodio; 3 % sulfato de aménio; 3 % peptona; 3 % extrato de levedura; 0 % glicose;
0 % sacarose; 0 % extrato de malte, incubado a 32°C inoculado com 1 disco de micélio
de 8 mm de diametro, com relacdo de Carbono:Nitrogénio (C:N) de 1,53, a segunda
menor relacdo C:N de todos os meios de cultivo do planejamento experimental
Plackett-Burman. A relacdo C:N de 1,53 mostra que o isolado P. sizovae necessita de
menor quantidade de carbono disponivel no meio de cultivo para obter a maior
producdo de L-asparaginase.

O equilibrio dos nutrientes em um meio de cultivo, especialmente a relagéo C:N,
pode influenciar o crescimento e a esporulagéo do fungo (YU; HALLETT; SHEPPARD,;
WATSON, 1997). Foi possivel observar reducdo da producdo de biomassa fungica
nos meios de cultivo com as menores relacdes C:N. Ndo houve crescimento de
biomassa no meio de cultivo com a menor relacdo C:N (0,95) representado pela
corrida numero 5 segundo o planejamento experimental Plackett-Burman, portanto,
ndo foi possivel quantificar a atividade enzimatica e a concentracdo de proteinas
totais. Houve pouco crescimento de biomassa no meio de cultivo em que todas as
variaveis foram avaliadas no menor nivel (-1) representado pela corrida niumero 16
segundo o planejamento experimental Plackett-Burman, composto apenas de baixas
concentracdes de L-prolina (1 %), L-asparagina (1 %) e sais do meio de cultivo Czapek
Dox. Portanto, ndo houve amostra suficiente para a realizacdo do ensaio da atividade

de L-asparaginase em triplicata, apenas uma aliquota da amostra foi avaliada.
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Tabela 17 - Atividade de L-asparaginase, quantificacao de proteinas totais e atividade especifica de P. sizovae segundo o planejamento experimental Plackett-

Burman
(continua)
X1 Xz Xz Xa Xs Xe Xz Xs X9 Xio Xu1 Xiz(disco - Proteina Atlvidade
Corrida o C:N asparaginase especifica
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (°C) micelial) (mg/mL)
(U/mL) (U/mg)

1 3 1 0O O 3 0 O 1 1 0 32 1 2,27 0,28+0,03 3,03+0,16 0,09
2 3 3 0 O O 3 0 O 1 3 28 5 391 0,66+0,02 3,21+0,11 0,21
3 3 3 1 0 O o 3 0 o0 3 32 1 282 246+0,10 2,40£0,15 1,03
4 3 3 1 3 O 0 O 1 0 0 32 5 166 048+0,05 2,42+0,09 0,20
5 1 3 1 3 3 0 0 oO 1 0O 28 5 0,95 - - -

6 3 1 1 3 3 3 0 0 O 3 28 1 1,76 2,96+0,08 3,64+0,08 0,81
7 1 3 0 3 3 3 3 0 O 0 32 1 153 368+0,14 4,23+0,14 0,87
8 3 1 1 0 3 3 3 1 0 0 28 5 205 206+0,03 3,16 +0,06 0,65
9 3 3 0 3 o 3 3 1 1 0 28 1 265 191+0,13 6,61+0,37 0,29
10 1 3 1 0 3 0 3 1 1 3 28 1 223 1,08+0,01 351+0,04 0,31
11 1 1 1 3 O 3 O 1 1 3 32 1 254 124+0,04 3,97+0,06 0,31
12 3 1 0O 3 3 0 3 O 1 3 32 5 226 090+0,04 3,41+0,05 0,26
13 1 3 0 O 3 3 O 1 0 3 32 5 246 0,71+0,01 3,17+0,09 0,22
14 1 1 1 0 O 3 3 0 1 0 32 5 2,56 1,74 +0,09 3,83 0,46
15 1 1 0O 3 O o0 3 1 0 3 28 5 3,02 0,33+0,00 4,02+0,10 0,08
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Tabela 17 - Atividade de L-asparaginase, quantificacao de proteinas totais e atividade especifica de P. sizovae segundo o planejamento experimental Plackett-
Burman

_ L- ] Atividade
' X1 X2 Xs Xa Xs Xe X7 Xs Xo Xio X1 Xiz(disco . Proteina B
Corrida o C:N asparaginase especifica
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (°C) micelial) (mg/mL)
(U/mL) (U/mg)
16 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0O 28 1 2,65 0,27 4,01 +0,15 0,07
17 2 2 05 15 15 15 15 05 05 15 30 3 221 182+0,09 3,32+0,08 0,55
18 2 2 05 15 15 15 15 05 05 15 30 3 221 133+0,05 3,05%+0,06 0,44
19 2 2 05 15 15 15 15 05 05 15 30 3 221 1,18+0,01 3,03%+0,16 0,39

Xu1: L-prolina; Xz: L-asparagina; Xs: ureia; Xa: nitrato de sédio; Xs: sulfato de aménio; Xe: peptona; X7: extrato de levedura; Xs: glicose; Xo: sacarose; Xio: extrato
de malte; Xi11: temperatura; Xi2: tamanho de in6culo; C:N: valores da relagdo Carbono:Nitrogénio; (-): ndo detectado. (concluséo)
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As variaveis com coeficiente de regressao positivo representam um aumento
na atividade da L-asparaginase devido ao aumento da concentracdo das variaveis,
enquanto que as variaveis com coeficiente de regressdo negativa representam
diminuicdo da atividade da L-asparaginase devido ao aumento da concentracao das
variaveis (BASKAR; RENGANATHAN, 2012). Os resultados calculados pelo software
Protimiza Experimental Design para as atividades enzimaticas Y1 (U/mL) e atividades
especificas Y2 (U/mg) obtidas pelo isolado P. sizovae apresentados na Tabela 18
mostram que peptona, extrato de levedura, ureia, L-prolina, sulfato de amonio,
temperatura e L-asparagina sao as variaveis que induziram efeitos positivos sobre a
producdo de L-asparaginase, ou seja, estas aumentaram as atividades total e
especifica de L-asparaginase em seu nivel mais alto, enquanto inéculo, sacarose e
glicose apresentaram efeitos negativos, ou seja, diminuiram as atividades total e
especifica de L-asparaginase em seu nivel mais alto. Extrato de malte obteve efeito
negativo sobre a atividade de L-asparaginase e efeito positivo sobre a atividade
especifica da enzima. Nitrato de sédio obteve efeito positivo sobre a atividade de L-
asparaginase e efeito negativo sobre a atividade especifica da enzima, ou seja, quanto
maior a concentracdo de nitrato de sodio, maior a atividade enzimatica e menor a
atividade especifica, pela presenca de mais proteinas no meio, provavelmente a
aumentada producdo de nitrato redutase para reduzir o substrato nitrato de sédio
(UNKLES; WANG; WANG; GLASS et al., 2004).



Tabela 18 - Efeito e significAncia das variaveis sobre a atividade total e especifica de L-asparaginase pelo isolado P. sizovae

Atividade L-asparaginase (Y1, U/mL)

Atividade especifica (Y2, U/mg)

Nome Efeito Erro padrao t calculado valor de p Efeito  Erro padréo t calculado valor de p
Média 1,298707 0,073101 17,76591 1,04E-05 0,36625 0,022514  16,26774 1,6E-05

Curvatura 0,28921 0,367934 0,786039 0,467443 0,1875 0,113317 1,654644 0,158902
L-prolina (x1) 0,332434 0,146202 2,273795 0,072096 0,1525 0,045028 3,386799 0,019529
L-asparagina (Xz) 0,152181 0,146202  1,040897 0,345615 0,05 0,045028 1,110426 0,317342
Ureia (X3) 0,40952 0,146202 2,801054 0,037946 0,21 0,045028 4,663789 0,005513
Nitrato de sodio (X4) 0,279405 0,146202  1,911089 0,114227 -0,0275 0,045028 -0,61073 0,568069
Sulfato de amoénio (xs) 0,320546 0,146202  2,192487 0,079846 0,07 0,045028  1,554596 0,18076

Peptona (Xs) 1,146298 0,146202  7,840503 0,000542 0,2225 0,045028 4,941395 0,004317
Extrato de levedura (x;) 0,945283 0,146202  6,465593 0,001318 0,255 0,045028 5,663172 0,002387
Glicose (Xs) -0,5733 0,146202  -3,92125 0,011168 -0,195 0,045028 -4,33066 0,007495
Sacarose (Xo) -0,64329 0,146202  -4,39998 0,007022 -0,25 0,045028 -5,55213 0,002605
Extrato de malte (x;,) -0,01042 0,146202 -0,07128 0,945936 0,075 0,045028 1,665639 0,156665
Temperatura (X;1) 0,27613 0,146202 1,888687 0,117558 0,1275 0,045028 2,831586 0,036606
In6culo (X42) -0,87548 0,146202 -5,98811 0,001863 -0,2125 0,045028 -4,71931 0,005246

104
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O valor de p é usado como uma ferramenta para verificar a significancia de
cada um dos coeficientes, o que, por sua vez, pode indicar o padréo das interacdes
entre as variaveis. Quanto menor o valor de p, mais significativo é o coeficiente
correspondente (BASKAR; RENGANATHAN, 2012). O valor de p < 0,1 foi adotado
neste trabalho, pois em delineamento de selecdo de variaveis € mais prudente
estabelecer um nivel de significancia de 10 % em lugar de 5 %, minimizando o risco
de excluir algum fator importante para o processo na etapa seguinte de otimizacao de
meio de cultivo (RODRIGUES; IEMMA, 2014). Peptona, extrato de levedura, tamanho
do in6culo, sacarose, glicose, ureia e L-prolina sdo variaveis significativas do modelo
enquanto nitrato de soédio, L-asparagina e extrato de malte ndo sdo variaveis
significativas do modelo tanto para atividade da L-asparaginase quanto para atividade
especifica. Sulfato de amonio é significativo para a atividade de L-asparaginase, mas
nao para a atividade especifica, enquanto a temperatura ndo € significativa para a

atividade de L-asparaginase, mas sim para a atividade especifica (Figura 14).

Figura 14 - Graficos de Pareto dos efeitos padronizados das varidveis frente as atividades de L-
asparaginase (A) e atividades especificas (B) por P. sizovae

A Média B Média

Peptona (xs) o de levedura (x7)

Extrato de levedura (x7) Sacarose (xa)
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Variavel
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Sulfato de aménio (xs) Temperatura (x11)
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Temperatura (x11) Curvatura
L-asparagina (x2) Sulfato de aménio (xs)
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Extrato de malte (x10)

f t f t
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Os maiores niveis de atividade de L-asparaginase pelo planejamento
experimental Plackett-Burman (3,68 + 0,14 U/mL, 2,96 + 0,08 U/mL e 2,46 + 0,10
U/mL) apresentaram os maiores niveis de atividade especifica (0,87 U/mgproteina, 0,81
U/mgproteina € 1,03 U/mgproteina, respectivamente), os quais foram obtidos através do
cultivo do isolado P. sizovae em menor nivel de inéculo (1 disco de micélio de 8 mm
de diametro) na auséncia de glicose e sacarose, corroborando com os resultados de
efeitos negativos e significativos acima apresentados para estas variaveis. No estudo
de Lincoln et al. (2015), a glicose ndo aumentou a atividade enzimatica da L-

asparaginase de Trichoderma viride Pers, provavelmente pelo fato de a glicose atuar
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como repressora quando utilizada em maior concentracdo (LINCOLN; NIYONZIMA,;
MORE, 2015). A mesma repressao por glicose foi observada com L-asparaginase de
Streptomyces gulbargenesis por Amena et al. (2010) (AMENA; VISHALAKSHI;
PRABHAKAR; DAYANAND et al., 2010). A glicose provou ser uma fonte pobre de
carbono para a producdo de L-asparaginase por E. aerogenes no estudo de
Mukherjee, Majumdar e Scheper (2000), em que os autores observaram que a glicose
pode também diminui o rendimento da enzima atuando como um repressor
(MUKHERJEE; MAJUMDAR; SCHEPER, 2000). Barnes, Dorn e Vele (1977)
observaram que a glicose causou significativa reducdo na atividade de L-
asparaginase produzida por E. coli A-1 (BARNES; DORN; VELA, 1977). Warangkar e
Khobragade (2009) observaram que o crescimento de E. carotovora na presenga de
glicose como fonte de carbono apresentou menor atividade enzimética quando
comparado a outras fontes de carbono. Isto explica que a sintese de L-asparaginase
na cepa isolada de E. carotovora foi quase completamente suprimida se a glicose
fosse adicionada a uma concentracao de 0,5 % ao meio de cultivo como E.coli-W e E.
coli K-12. Isto pode ser devido a repressao catabodlica causada pela glicose e inibicéo
catabdlica dos componentes envolvidos no transporte de lactato e pela sintese de L-
asparaginase estimulada por lactato. Fontes de nitrogénio, como extrato de levedura,
peptona, triptona, licor de macerado de milho e hidrolisado de caseina, mostraram-se
potentes para a producdo de L-asparaginase com atividade moderada
(WARANGKAR; KHOBRAGADE, 2009).

El-Refai et al. (2014) aplicaram o planejamento experimental Plackett-Burman,
no qual a maior atividade enzimatica obtida por Penicillium cyclopium em meio de
cultivo composto por sacarose 1 g/L; L-asparagina 0,5 g/L; KH2PO4.7H20 0,75 g/L;
MgSOa4.7H20 0,72 g/L; KCI 0,72 g/L; (NH4)2S04 11,7 g/L em trés dias de incubagéo.
As variaveis que mostraram um efeito positivo para a atividade da asparaginase de
Penicillium cyclopium foram (NH4)2SO4, MgS0O4.7H20 e KCI, enquanto a sacarose, L-
asparagina, KH2P0O4.7H20 e o tempo de incubacdo mostraram efeito negativo (EL-
REFAI; EL-SHAFEI; MOSTAFA,; EL-REFAI et al., 2014). Similarmente ao encontrado
neste estudo para a producdo desta enzima por espécie do género Penicillium, as
variaveis sulfato de amoénio e sacarose mostraram efeitos positivo e negativo,
respectivamente.

Baskar, Renganathan et al. (2009) conduziram alguns estudos de planejamento

experimental para promover a atividade a L-asparaginase pelo fungo Aspergillus
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terreus MTCC 1782 sob fermentacao submersa. Ao aplicar o Plackett-Burman Design,
L-asparagina (nivel de confianca 98,7 %), farinha de milho (nivel de confianca 88,3
%), ureia (nivel de confianga 77,6 %) e cloreto de potassio (nivel de confianca 77,6 %)
foram encontrados como fatores mais importantes que influenciam a producéo de L-
asparaginase, entre os quais farinha de milho, ureia e L-asparagina demonstraram
efeito positivo na producao de L-asparaginase (BASKAR; RENGANATHAN, 2009b).
Ao avaliar o efeito de fontes de nitrogénio suplementares na producdo de L-
asparaginase e biomassa por Latin Square Design, uma ferramenta estatistica eficaz
para identificar a melhor fonte de carbono ou nitrogénio para a producéo fermentativa
de qualquer produto, cloreto de amonio foi o melhor para a atividade maxima de L-
asparaginase (nivel de confianca de 96,61%) com menor formacao de biomassa (nivel
de confianca de 21,93%) quando comparado ao nitrato de sodio e ureia, usando pé
de amendoim como substrato natural de baixo custo (BASKAR; RENGANATHAN,
2009a). Posteriormente, a ureia obteve um efeito maior (nivel de confianca 98,61 %)
na producédo de L-asparaginase do que o cloreto de amoénio (nivel de confianca 61,18
%) e nitrato de sddio (nivel de confianca 60,69 %) usando farinha de milho como
substrato. Similarmente, a ureia (nivel de confianca 32,26 %) obteve maior efeito do
qgue o cloreto de aménio (nivel de confianca 31,51 %) e nitrato de sédio (nivel de
confianca 20,13 %) na producdo de biomassa por A. terreus em suas diferentes
concentracbes. O nitrato de sédio e o cloreto de aménio proporcionaram efeitos
negativos em suas altas e baixas concentragdes, respectivamente, diminuindo a
producdo de L-asparaginase nesses niveis. Nitrato de sodio e cloreto de aménio
proporcionaram maior atividade de L-asparaginase a 0,3 % e 1,2 %, respectivamente.
A producdo de L-asparaginase foi reduzida quando ureia estava na sua baixa
concentracdo e aumentou em sua maior concentracéo (1,6 %), confirmando que esta
€ a melhor fonte suplementar de nitrogénio para a producdo maxima de L-
asparaginase (BASKAR; SRIHARINI; SRIPRIYA; RENGANATHAN, 2010). Os efeitos
de L-asparagina e das fontes nitrogénio (extrato de levedura e peptona) e diferentes
fontes de carbono (glicose, frutose, sacarose, lactose e maltose) foram estudados
para a producdo de L-asparaginase extracelular. As concentracfes Otimas
determinadas para L-asparagina, extrato de levedura, peptona e glicose, identificada
como a melhor fonte de carbono, foram de 1%, 1% e 0,6% e 0,4%, respectivamente
(BASKAR; RENGANATHAN, 2011a).
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Dias e Sato (2016) otimizaram o meio de cultivo para maxima producao de L-
asparaginase por Aspergillus oryzae CCT 3940. A melhor fonte de carbono para a
producdo de L-asparaginase foi glicose, seguida de lactose e sacarose. A menor
atividade de L-asparaginase foi obtida usando extrato de malte e frutose como fontes
de carbono. L-prolina, seguida de L-asparagina e L-tirosina foram as fontes de
nitrogénio que promoveram a maior atividade de L-asparaginase. O planejamento
experimental Plackett-Burman mostrou que a concentragéo do indculo, o pH inicial do
meio de cultura, a temperatura, a concentracao de L-asparagina, a taxa de agitacao
(rpm) e a concentracdo do extrato de levedura foram as variaveis que tiveram um
efeito positivo na atividade de L-asparaginase, dentre as quais concentracdo do
inoculo (p = 0,005), o pH inicial do meio de cultura (p = 0,037) foram os fatores mais
significativos (DIAS; SATO, 2016).

3.6.2. Otimizacdo de meio de cultivo por planejamento experimental

Delineamento Composto Central de P. sizovae

A otimizacdo do meio de cultivo dos fungos em fermentacdo submersa visa ao
aumento da atividade de L-asparaginase ao identificar o meio de cultivo 6timo para a
producdo enzimatica. O Delineamento Composto Central (DCC) é um tipo de
metodologia de superficie de resposta utilizado para obter dados que se ajustam a um
modelo polinomial de segunda ordem. E uma técnica estatistica eficiente para
otimizacao de variaveis multiplas para predizer as condicdes de melhor desempenho
com a menor quantidade de experimentos (BASKAR; RENGANATHAN, 2012). Baskar
e Renganathan (2011 e 2012) aplicaram Central Composite Design como
planejamento experimental por metodologia de superficie de resposta e algoritmo
genético ligado a rede neural artificial para encontrar as melhores condicdes
operacionais para a producdo melhorada de L-asparaginase pela fermentacéo
submersa de Aspergillus terreus MTCC 1782 (BASKAR; RENGANATHAN, 2011b;
2012) dos quais o meio de cultivo otimizado foi utilizado no presente trabalho como
meio fermentativo de referéncia para a triagem da selecdo dos fungos melhores
produtores da enzima.

As variaveis significativas sdo fatores mais importantes que influenciam a
producdo de L-asparaginase e o nivel 6timo dessas variaveis pode ser determinado

por metodologia de superficie de resposta. Portanto, aquelas identificadas como
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significativas (p < 0,1) com efeito positivo (peptona, extrato de levedura e L-prolina)
foram consideradas para planejamento experimental DCC para otimizacdo do meio
de cultivo. Ureia nédo foi selecionada para otimizagao de meio de cultivo embora tenha
sido uma varidvel significativa na producdo de L-asparaginase com efeito positivo,
pois esta variavel estava no menor nivel (0 %) no meio de cultivo no qual foi obtida o
maior valor de atividade de L-asparaginase.

Os valores das atividades de L-asparaginase do isolado P. sizovae segundo o
planejamento experimental DCC variaram entre 2,59 + 0,03 U/mL e 3,68 + 0,12 U/mL
(Tabela 19). O maior valor de atividade enzimética foi obtido na corrida nimero 6, com
o segundo maior valor de atividade especifica (1,12 U/mg de proteina) em meio de
cultivo composto por peptona 5 %; extrato de levedura 3 %; L-prolina 5 %; L-
asparagina 3 %; nitrato de sddio 3 %; sulfato de amonio 3 %; K2HPO40,0152 %; KCI
0,052 %; MgSOa4.7H20 0,052 %; ZnSO0a4.7H20 0,001 %; FeSO04.7H20 0,001 %;
CuS04.5H20 0,001 %; com relacdo de C:N de 2,06, a segunda maior relacdo C:N de
todos os meios de cultivo do planejamento experimental DCC. A relagcéo C:N de 2,06
mostra que o isolado P. sizovae necessita de duas vezes mais carbono em relagéo
ao nitrogénio disponivel no meio de cultivo para obter a maior producdo de L-

asparaginase.
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Tabela 19 - Atividade de L-asparaginase, quantificacdo de proteinas totais e atividade especifica de P.
sizovae segundo o planejamento experimental Delineamento Composto Central

L- Proteinas Atividade
Corrida X1 (%) X2 (%) X3 (%) C:N asparaginase totais especifica
(U/mL) (mg/mL) (U/mg)

1 3 3 1 153 3,60£0,32 3,78 £ 0,07 0,95
2 5 3 1 169 259+0,03 6,32 £ 0,57 0,41
3 3 5 1 168 331+0,11 3,22 £ 0,08 1,03
4 5 5 1 181 357+0,10 3,83+0,03 0,93
5 3 3 5 197 3,51+0,08 3,44+ 0,10 1,02
6 5 3 5 206 368+0,12 3,29 +£0,28 1,12
7 3 5 5 206 3,42+0,08 3,03 +0,05 1,13
8 5 5 5 2,15 3,07+0,02 3,79 £ 0,05 0,81
9 4 4 3 189 352+0,11 4,05+ 0,29 0,87
10 4 4 3 189 349%0,16 543+0,11 0,64
11 4 4 3 189 3,03+0,09 547 +0,22 0,55
12 4 4 3 189 298+0,04 561+0,14 0,53

X1: peptona; X2: extrato de levedura; X3: L-prolina; C:N: valores da relacdo Carbono:Nitrogénio

N&o houve aumento da atividade de L-asparaginase entre 0s planejamentos

experimentais PB e DCC, entretanto a atividade especifica de P. sizovae aumentou

de 0,87 U/mg para 1,12 U/mg. Os resultados calculados pelo software Protimiza

Experimental Design para as atividades enzimaticas Yi (U/mL) e atividades

especificas Y2 (U/mg) obtidas pelo isolado P. sizovae revelaram que coeficientes nao

sao estatisticamente significativos. O valor de R2 calculado € baixo, o que € justificado

pelo fato das respostas nos pontos centrais apresentam valores bem menores e bem

maiores que 0s esperados, assim como o fato das respostas terem pouca variagao

dentre os ensaios realizados, indicando que dentro da faixa estudada néo ha efeito

das variaveis nas respostas. Logo, ndo foi possivel otimizar o meio de cultivo para

este isolado.
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3.6.3. Triagem de variaveis por planejamento experimental Plackett-Burman de

F. proliferatum

Os valores das atividades de L-asparaginase do isolado F. proliferatum
segundo o planejamento experimental Plackett-Burman variaram entre 0,04 + 0,01
U/mL e 1,86 + 0,12 U/mL (Tabela 20). O maior valor de atividade enzimatica foi obtido
na corrida numero 13, em meio de cultivo composto por 1 % L-prolina; 3 % L-
asparagina; 0 % ureia; 0 % nitrato de sodio; 3 % sulfato de amonio; 3 % peptona; 0 %
extrato de levedura; 1 % glicose; 0 % sacarose; 3 % extrato de malte, incubado a 32°C
inoculado com 5 discos de micélio de 8 mm de diametro, com relacdo C:N de 2,46,
obtendo a maior atividade especifica de 0,44 U/mgproteina. A relacdo C:N de 2,46
mostra que o fungo necessita de aproximadamente duas vezes e meio mais carbono
do que nitrogénio na composicdo do meio de cultivo para obter a maior producdo
enzimatica. Os menores valores de atividade de L-asparaginase (0,04 £ 0,01 U/mL) e
atividade especifica (0,01 U/mg) foram registrados no meio de cultivo com a menor
relacdo C:N (0,95) representado pela corrida nimero 5 segundo o planejamento

experimental Plackett-Burman.
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Tabela 20 - Atividade de L-asparaginase, quantificacdo de proteinas totais e atividade especifica de F. proliferatum segundo o planejamento experimental

Plackett-Burman

(continua)
_ ' . Atividade
Corrida X1 X2 Xz Xa Xs Xe X7 Xs Xo Xio X Xiz (disco L-asparaginase Proteinas totais especifica
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (°C) micelial) (U/mL) (mg/mL) (UImg)

1 3 1. o o 3.0 0 1 1 o0 32 1 2,27 0,08+0,01 3,06 + 0,09 0,03
2 3 3.0 0 O 3 O O 1 3 28 5 3,91 0,22+0,01 2,42 + 0,06 0,09
3 3 31 0o 0o 0O 3 O O 3 32 1 2,82 0,46+0,04 3,45+ 0,03 0,13
4 3 31 3 0 0 O 1 o0 0 32 5 1,66 0,19+0,01 2,57 +0,08 0,07
5 1 3 1 3 3 0 O O 1 o0 28 5 0,95 0,04+0,01 3,53+£0,12 0,01
6 3 1.1 3 3 3 O O o0 3 28 1 1,76 0,23 +0,00 3,97 + 0,06 0,06
7 1 3 0 3 3 3 3 0O 0 0 32 1 1,53 0,14+0,01 4,53 £ 0,06 0,03
8 3 1. 1. o 3 3 3 1 0 0 28 5 2,05 0,22+0,00 4,42 £ 0,03 0,05
9 3 3 0 3.0 3 3 1 1 o0 28 1 2,65 0,39+0,03 3,98+0,13 0,10
10 1 3 1.0 3 0O 3 1 1 3 28 1 2,23 0,45+0,01 4,15 + 0,08 0,11
11 1 1 1 3 0 3 O 1 1 3 32 1 2,54 0,77+0,01 4,02 £ 0,07 0,19
12 3 1. 0 3 3 0 3 O 1 3 32 5 2,26 0,47+0,01 3,38+0,08 0,14
13 1 3 0 0o 3 3 O 1 0o 3 32 5 2,46 1,86+0,12 4,26 £ 0,13 0,44
14 1 1 1 o O 3 3 0O 1 o0 32 5 2,56 0,83+0,01 4,14 +0,21 0,20
15 11 o 3 0 O 3 1 0o 3 28 5 3,02 0,62+0,02 3,93+ 0,07 0,16
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Tabela 20 - Atividade de L-asparaginase, quantificacdo de proteinas totais e atividade especifica de F. proliferatum segundo o planejamento experimental
Plackett-Burman

_ ' ] ' Atividade
X1 X2 Xz Xa Xs Xe X7 Xs Xo Xio Xi1 Xz (disco L-asparaginase Proteinas totais B
Corrida o C: especifica
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (°C) micelial) (U/mL) (mg/mL) (Ulmg)
mg
16 11 o o o o o o o o 28 1 2,65 0,17 £0,00 3,78+0,10 0,05
17 2 2 05151515 15 05 05 1,5 30 3 2,21 0,15+0.00 2,55+ 0,03 0,06
18 2 2 05151515 15 05 05 15 30 3 2,21 0,12 +0.00 3,75+ 0,04 0,03
19 2 2 05151515 15 05 05 1,5 30 3 2,21 0,18 £0.00 3,63 +0,05 0,05

Xi1: L-prolina; X2: L-asparagina; Xs: ureia; Xa: nitrato de sddio; Xs: sulfato de amonio; Xs: peptona; X7: extrato de levedura; Xs: glicose; Xo: sacarose; Xio: extrato
de malte; X11: temperatura; Xi2: tamanho de inéculo; C:N: valores da relagdo Carbono:Nitrogénio (concluséo)
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Os resultados calculados pelo software Protimiza Experimental Design para as
atividades enzimaticas Y1 (U/mL) e atividades especificas Y2 (U/mg) obtidas pelo
isolado F. proliferatum apresentados na Tabela 21 mostram que extrato de malte,
temperatura, peptona, glicose, in6culo e L-asparagina sdo as variaveis que
apresentaram efeitos positivos sobre a producédo de L-asparaginase, ou seja, estas
aumentaram as atividades total e especifica de L-asparaginase em seu nivel mais
alto, enquanto sulfato de amoénio, sacarose, ureia, nitrato de sodio e prolina
apresentaram efeitos negativos, ou seja, diminuiram as atividades total e especifica
de L-asparaginase em seu nivel mais alto, corroborando com os resultados dos quais
0 meio de cultura apresentou a maior atividade de L-asparaginase e atividade
especifica. Extrato de levedura obteve efeito positivo sobre a atividade de L-
asparaginase e efeito negativo sobre a atividade especifica da enzima, ou seja, quanto
maior a concentracdo de nitrato de sddio, maior a atividade enzimatica e menor a
atividade especifica, pela presenca de mais proteinas totais no meio. Extrato de malte
foi a Unica variavel significativa do modelo, tanto para atividade da L-asparaginase
quanto para atividade especifica Figura 15.



Tabela 21 - Efeito e significAncia das variaveis sobre a atividade total e especifica de L-asparaginase pelo isolado F. proliferatum

L-asparaginase (Y1, U/mL)

Atividade especifica (Y2, U/mg)

Nome Efeito  Erro padrdo tcalculado Valorde p Efeito Erro padréo tcalculado Valor de p
Média 0,447083 0,090148 4,959444 0,00425 0,11625 0,0203 5,726647 0,002272
Curvatura -0,59808 0,453734 -1,31814 0,244611 -0,13917 0,102174 -1,36206 0,23133

L-prolina (x1) -0,32715 0,180296  -1,8145 0,12932 -0,065 0,0406 -1,601  0,170276
L-asparagina (Xz) 0,044922 0,180296 0,249155 0,813152 0,0125 0,0406 0,307884 0,770583
Ureia (X3) -0,09688 0,180296 -0,53733 0,61408 -0,0275 0,0406 -0,67735 0,528254
Nitrato de sodio (X4) -0,18047 0,180296 -1,00099 0,362781 -0,0425 0,0406 -1,04681 0,343131
Sulfato de amoénio (xs) -0,01927 0,180296 -0,10686 0,919055 -0,015 0,0406 -0,36946 0,726915
Peptona (Xs) 0,27428 0,180296 1,521282 0,188673 0,0575 0,0406 1,416268 0,21587

Extrato de levedura (x;) 0,000364 0,180296 0,002018 0,998468 -0,0025 0,0406 -0,06158 0,953285
Glicose (Xs) 0,253457 0,180296 1,405787 0,218781 0,055 0,0406 1,354691 0,233511
Sacarose (Xo) -0,08141 0,180296 -0,45155 0,670504 -0,015 0,0406 -0,36946 0,726915
Extrato de malte (x;0) 0,374858 0,180296 2,079134 0,092163 0,0975 0,0406 2,401497 0,061507
Temperatura (X;1) 0,309356 0,180296 1,715829 0,146849 0,075 0,0406 1,847306 0,123977
In6culo (X42) 0,217269 0,180296 1,205072 0,282094 0,0575 0,0406 1,416268 0,21587

115
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Figura 15 - Graficos de Pareto dos efeitos padronizados das variaveis frente as atividades de L-
asparaginase (A) e atividades especificas (B) por F. proliferatum

Média
ato de malte (xx0)

Média
ato de malte (xx0)
L-prolina (x) Temperatura (x11)
Temperatura (x11) L-prolina (x1)
Peptona (xs) Inéculo (x12)
Glicose (xs)

Curvatura

Peptona (xs)
Curvatura

Inéeulo (xi2) Glicose (xs)

Variavel
Variavel

Nitrato de sédio (xs) Nitrato de sodio (xs)

Ureia (x3) Ureia (x3)
Sacarose (xs) Sulfato de aménio (xs)
L-asparagina (x2) Sacarose (xa)
Sulfato de aménio (xs) L-asparagina (xz)

Extrato de levedura (x7) Extrato de levedura (x7)

0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5 6
Efeitos Padronizados (tcalc) Efeitos Padronizados (tcaic)

E possivel concluir que maiores concentracdes de fontes de carbono, como
glicose e extrato de malte, aumentaram a producdo de L-asparaginase por F.
proliferatum, diferente do observado por P. sizovae. Yadav e Sarkar (2014)
constataram que a sacarose foi um indutor e uma fonte de carbono eficaz para a
producdo de asparaginase por Fusarium oxysporum, seguida de glicose em
fermentacdo submersa (YADAV; SARKAR, 2014). Hosamani e Kaliwal (2011)
observaram que a maior atividade de L-asparaginase por Fusarium equiseti usando
fermentacao em estado sélido foi obtida pela glicose (0,5 %), seguida de sacarose
(0,75 %) e frutose (0,5 %), cujas atividades enzimaticas aumentaram em
concentracfes mais baixas e diminuiram em concentracfes mais elevadas (1,25 %
para as trés fontes de carbono testadas) (HOSAMANI; KALIWAL, 2011). O meio de
cultivo com maior atividade de L-asparaginase obtida pelo planejamento experimental
por Plackett-Burman no presente estudo continha os maiores niveis de extrato de
malte (3 %) e glicose (1 %) e o menor nivel de sacarose (0 %), este Uultimo tendo
apresentado efeito negativo na producdo da enzima, similar ao observado por
Hosamani e Kaliwal. Chanakya et al. (2011) estudaram a concentracdo Otima de
glicose no meio de cultivo (0,1 a 0,5 % p/v) e a producdo maxima de L-asparaginase
por Fusarium oxysporum sob fermentacdo em estado sélido foi observada na
concentracéo de 0,3 % (p/v) (CHANAKYA; NAGARJUN; SRIKANTH, 2011). Uzma et
al. (2016) observaram que a glicose produziu a maior atividade de L-asparaginase sob
fermentacdo submersa por Fusarium solani entre sacarose, lactose, maltose e amido
em concentragéo fixa de 0,2 % (UZMA; MURTHY K.; SRINIVAS, 2016).

Yadav e Sarkar (2014) observaram que a producdo de L-asparaginase foi

elevada em meio de cultivo contendo nitrato de sédio em comparacdo com demais
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fontes de nitrogénio estudadas. O nitrato de potassio e o sulfato de amoénio foram
substratos pobres, pois mostraram atividade enzimatica muito baixa, mas
promoveram crescimento micelial do fungo (YADAV; SARKAR, 2014). Hosamani e
Kaliwal (2011) observaram que a maior atividade de L-asparaginase por Fusarium
equiseti usando fermentacdo em estado sédio foi obtida pelo sulfato de aménio (0,5
%), seguido de nitrato de amoénio (0,25 %) e cloreto de aménio (0,5 %), cujas
atividades enzimaticas aumentaram em concentra¢cdes mais baixas e diminuiram em
concentracbes mais elevadas (1,25 % para as trés fontes de nitrogénio inorganicas
testadas). O mesmo perfil foi observado com extrato de levedura (0,5 %), o qual
obteve a maior atividade de L-asparaginase, e peptona (0,75 %), pois a atividade
enzimatica aumentou em concentragcdes mais baixas e diminuiu em concentracdes
mais elevadas (1,25 % para as duas fontes de nitrogénio organicas testadas)
(HOSAMANI; KALIWAL, 2011). Chanakya et al. (2011) estudaram a concentracao
ideal de extrato de malte no meio de cultivo (0,2 a 1,0 % p/v) e a producdo maxima de
L-asparaginase por Fusarium oxysporum sob fermentacdo em estado sélido foi
observada na concentragéo de 0,8 % (p/v) (CHANAKYA; NAGARJUN; SRIKANTH,
2011). Uzma et al. (2016) observaram que nitrato de sédio e nitrato de amonio nas
concentracbes 0,1 %, 0,4 % e 0,5 % produziram as maiores atividades de L-
asparaginase sob fermentacdo submersa por Fusarium solani entre peptona, extrato
de levedura e nitrato de potassio em concentragbes de 0,1-0,5 % (UZMA; MURTHY
K.; SRINIVAS, 2016).

Krishnapura e Belur (2016) observaram que a L-asparaginase é induzida pela
adicdo de L-asparagina ao meio de cultivo, consequentemente, o0 aumento da
concentracdo do indutor resultou em aumento da produgcdo da enzima pelos
microrganismos. Por outro lado, a producdo enzimatica foi reduzida quando a
concentracdo de L-asparagina foi reduzida, o que indica que a presenca de L-
asparagina é essencial ndo apenas para a indugdo da producdo de L-asparaginase,
mas que a producdo desta enzima durara somente enquanto a L-asparagina esta
presente no meio de cultivo. A glicose ndao pareceu contribuir diretamente para a
producdo enzimatica, mas contribui para o crescimento de Talaromyces pinophilus e,
portanto, para o aumento da producao de L-asparaginase (KRISHNAPURA, P. R;;
BELUR, P. D., 2016). Uma revisao sistematica, cujo objetivo foi identificar a literatura
disponivel sobre a producdo, otimizagcdo por meio de planejamento estatistico,

purificacd@o e caracterizacdo de L-asparaginases fungicas, demonstrou que PBD, CCD
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e Algoritmo Genético Ligado a Rede Neural Artificial foram as ferramentas estatisticas
mais utilizadas para avaliar a otimizacao de processos, dentre as quais a L-asparagina
foi 0 aminoacido mais utilizado como fonte de nitrogénio e também um fator
significativo como indutor de substrato para a producao de asparaginase (SOUZA; DE
FREITAS; CARDOSO; PESSOA et al., 2017). Embora ndo seja uma variavel
significativa, a L-asparagina teve efeito positivo sobre as atividades total e especifica
de L-asparaginase por P. sizovae e F. proliferatum. Os meios de cultivo nos quais 0s
maiores niveis de atividade de L-asparaginase foram registrados pelos isolados

selecionados continham L-asparagina no seu maior nivel estudado (3 %).

3.6.4. Otimizagdo de meio de cultivo por planejamento experimental
Delineamento Composto Central Rotacional de F. proliferatum

O Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) € um tipo de
metodologia de superficie de resposta utilizado para obter dados que se ajustam a um
modelo polinomial de segunda ordem. E uma técnica estatistica eficiente para
otimizacao de variaveis multiplas para predizer as condi¢cdes de melhor desempenho
com a menor quantidade de experimentos (BASKAR; RENGANATHAN, 2012). As
variaveis com efeito positivo segundo o planejamento experimental Plackett-Burman
pelo software Protimiza Experimental Design — L-asparagina (Xi), peptona (X2),
glicose (X3) e extrato de malte (X4) - foram consideradas para planejamento
experimental DCCR.

Os valores das atividades de L-asparaginase do isolado F. proliferatum
segundo o planejamento experimental DCCR variaram entre 1,16 £ 0,03 U/mL e 3,93
+ 0,26 U/mL (Tabela 22). O maior valor de atividade enzimatica foi obtido na corrida
namero 13, com o segundo maior valor de atividade especifica (0,95 U/mg de proteina)
em meio de cultivo composto por L-asparagina 3 %; peptona 3 %; glicose 3 %; extrato
de malte 5 %, L-prolina 1 %; sulfato de aménio 3 %; K2HP0O40,0152 %; KCI 0,052 %;
MgS04.7H20 0,052 %; ZnS0O4.7H20 0,001 %; FeS04.7H20 0,001 %; CuS0O4.5H20
0,001 %; com relagéao de C:N de 2,89, a segunda maior relagéo C:N de todos 0s meios
de cultivo do planejamento experimental DCCR. A relagcdo C:N de 2,89 mostra que o
isolado P. sizovae necessita de aproximadamente trés vezes mais carbono em
relacédo ao nitrogénio disponivel no meio de cultivo para obter a maior producéo de L-

asparaginase.
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Tabela 22 - Atividade de L-asparaginase, quantificacdo de proteinas totais e atividade especifica de F. proliferatum segundo o planejamento experimental
Delineamento Composto Central Rotacional

(continua)

Corrida X1 (%) X2 (%) Xz (%) Xa (%) C:N

L-asparaginase

Proteinas totais

Atividade especifica (U/mg

(U/mL) (mg/mL) proteina)
Meio 1 3 3 1 3 2,46 1,52 £ 0,09 3,64 +£0,15 0,42
Meio 2 5 3 1 3 2,38 1,16 £ 0,03 2,70 £ 0,20 0,43
Meio 3 3 5 1 3 251 152+0,16 3,24 £ 0,08 0,47
Meio 4 5 5 1 3 243 1,42 £ 0,03 3,11+0,10 0,46
Meio 5 3 3 3 3 2,68 1,99 £ 0,28 4,33+0,11 0,46
Meio 6 5 3 3 3 2,58 2,04 +£0,10 4,63 + 0,23 0,44
Meio 7 3 5 3 3 2,72 3,19+0,31 4,70+ 0,17 0,68
Meio 8 5 5 3 3 2,62 2,16 +0,11 4,79 +0,13 0,45
Meio 9 3 3 1 5 2,67 2,34 +0,21 4,19+ 0,10 0,56
Meio 10 5 3 1 5 257 2,18+0,11 3,22 £ 0,06 0,68
Meio 11 3 5 1 5 2,71 2,18+ 0,34 4,52 +0,16 0,48
Meio12 5 5 1 5 261 2,07 £ 0,08 3,21 +£0,03 0,65
Meio 13 3 3 3 5 2,89 3,93+0,26 4,15+0,17 0,95
Meio 14 5 3 3 5 2,76 1,94 £ 0,02 2,78+0,13 0,70
Meio 15 3 5 3 5 291 3,79 £ 0,06 4,36 + 0,19 0,87
Meio16 5 5 3 5 2,79 3,16 £ 0,02 4,11+ 0,29 0,77
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Tabela 22 - Atividade de L-asparaginase, quantificacdo de proteinas totais e atividade especifica de F. proliferatum segundo o planejamento experimental
Delineamento Composto Central Rotacional

Corrida X1 (%) X2 (%) X3z (%) Xa (%) C:N

L-asparaginase

Proteinas totais

Atividade especifica (U/mg

(U/mL) (mg/mL) proteina)
Meio 17 2 4 2 4 2,75 3,00 £ 0,07 4,01 +0,18 0,75
Meio 18 6 4 2 4 255 1,60 £ 0,02 3,13+0,08 0,51
Meio19 4 2 2 4 2,60 3,13+0,05 3,58 £ 0,09 0,87
Meio 20 4 6 2 4 2,68 3,32 £ 0,06 4,28 + 0,18 0,77
Meio21 4 4 0 4 2,44 2,53+ 0,07 3,34+0,14 0,76
Meio22 4 4 4 4 2,84 1,85+ 0,01 3,18 £ 0,02 0,58
Meio 23 4 4 2 2 245 3,79+0,12 3,94+0,11 0,96
Meio 24 4 4 2 6 2,83 2,74 £ 0,03 3,52+0,16 0,78
Meio25 4 4 2 4 2,64 3,59+0,51 3,92+0,31 0,92
Meio26 4 4 2 4 2,64 2,08 + 0,04 2,69+0,21 0,77
Meio 27 4 4 2 4 2,64 3,80+0,24 3,98 + 0,06 0,96
Meio 28 4 4 2 4 2,64 2,51 +£0,05 3,10+0,42 0,81

Xi1: L-asparagina; Xz: peptona; Xs: glicose; X4: extrato de malte; C:N: valores da relagdo Carbono:Nitrogénio

(concluséao)
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As atividades de L-asparaginase e especifica de F. proliferatum dobraram entre
os planejamentos experimentais PB (1,86 + 0,12 U/mL, 0,44 U/mg) e DCCR (3,93 +
0,26 U/mL, 0,95 U/mg). Os resultados calculados pelo software Protimiza
Experimental Design para as atividades enziméticas Y1 (U/mL) e atividades
especificas Y2 (U/mg) obtidas pelo isolado Fusarium sp. DCFS10 revelaram que
coeficientes ndo sao estatisticamente significativos. Os valores experimentais
divergem dos valores preditos. O valor de R? calculado € baixo, o que € justificado
pelo fato das respostas nos pontos centrais apresentam valores distintos dos
esperados, assim como o fato das respostas terem pouca variacao dentre 0s ensaios
realizados, indicando que dentro da faixa estudada nédo ha efeito das variaveis nas
respostas. Logo, nao foi possivel otimizar o meio de cultivo para este isolado.

Para realizar o DCCR a partir dos resultados obtidos pelo planejamento
experimental por Plackett-Burman, Dias e Sato (2016) fixaram os fatores que
proporcionaram um efeito negativo no ponto minimo (-1) e os fatores que promoveram
um efeito positivo e nao foram significativos foram fixados no ponto central (0). As
variaveis com efeito significativo a 95 % foram selecionadas para analise em DCCR.
A maxima atividade de L-asparaginase foi obtida usando o meio de cultivo otimizado
consistindo de prolina (2 %), glicose (0,5 %), L-asparagina (0,2 %), extrato de levedura
(0,5%), KH2PO4 (0,152 %), KCI (0,052 %), MgS04.7H20 (0,052 %), CuNO3.3H20
(0,0001 %), ZnS0O4.7H20 (0,0001%) e FeS0O4.7H20 (0.0001 %) ajustado em pH 8,
concentracéo de esporos de 3x107 em 72 horas de fermentagédo a 150 rpm (DIAS;
SATO, 2016).

A distancia intermembrana ou o tamanho do espaco periplasmético e se ha
uniformidade de espagamento entre as membranas interna e externa em toda a célula
s&o amplamente discutidas (MILLER; SALAMA, 2018). E possivel inferir que o espaco
periplasmatico, local onde a L-asparaginase € produzida, possui espaco limitado,

impossibilitando uma maior produgéo da enzima.

3.7.Parametros cinéticos da curva de crescimento

Os parametros cinéticos da curva de crescimento fungos filamentosos isolados
do solo do Cerrado do Centro-Oeste Brasileiro selecionados como melhores
produtores de L-asparaginase com baixa atividade glutaminase — P. sizovae e F.

proliferatum — foram calculados.
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A fase lag foi similar nas culturas com pequeno crescimento celular observado
entre 0 e 24 horas. A taxa de crescimento celular maximo de 0,13 g/L.h e 0,48 g/L.h
foi observado apés 48 horas de cultivo para P. sizovae (Figura 16A) e F. proliferatum
(Figura 16B), respectivamente. A L-asparaginase de P. sizovae foi indetectavel em 24
horas. Os maiores niveis de atividade da L-asparaginase e atividade enzimatica
especifica foram observadas apés 48 he 72 h de cultivo para P. sizovae e F.
proliferatum, respectivamente, durante a fase exponencial, mostrando que a producao
de L-asparaginase esta associada ao crescimento do fungo fazendo parte do seu
metabolismo priméario. E possivel correlacionar o crescimento dos fungos, pelo
aumento de sua biomassa, com a atividade de L-asparaginase obtida, concluindo que
a enzima produzida é do metabolismo primério fingico. Com a finalidade de confirmar
que a producdo de enzimas em microrganismos estd associada a fase de
crescimento, Yadav e Sarkar (2014) avaliaram a biomassa micelial de todos os
isolados para a producdo de L-asparaginase em fermentacdo submersa, cujos
resultados demonstraram que a biomassa contribuiu para a producéo de enzimas para
todos os isolados fungicos (YADAV; SARKAR, 2014). As atividades enziméaticas
maxima das duas espécies de fungos no presente estudo foram obtidas em tempo
inferior ao relarado na literatura. Dentre os estudos incluidos em uma revisdo
sistematica acerca da producao, otimizacao e purificacdo de L-asparaginase fungica,
esta producdo € mais bem observada apés 4 ou 5 dias de cultivo (SOUZA; DE
FREITAS; CARDOSO; PESSOA et al., 2017).
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Figura 16 - Variagdo da biomassa () apos 120 h e atividade enzimatica especifica (A) apos 96 h de
incubacéo a 32°C e 120 rpm. P. sizovae (A) e F. proliferatum (B)
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Os parametros cinéticos de crescimento fungico e producéo de L-asparaginase
foram comparados quando os isolados foram cultivados em MCDM antes da triagem
das variaveis (aPBD) e no meio de cultivo em que a maior atividade de L-asparaginase
foi obtida por PBD (dPBD). As produtividades maximas de biomassa de ambos os
isolados reduziram apdés a triagem das variaveis do meio de cultivo, o que é justificado
pela reducdo das fontes de carbono, reduzindo assim a biomassa fungica. A
produtividade maxima da enzima foi aumentada 3 vezes por F. proliferatum e 4 vezes
por P. sizovae ap6s PBD. O rendimento especifico da enzima foi aumentado 6 vezes

por F. proliferatum e 5 vezes por P. sizovae apos a triagem de variaveis de meio de
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cultura. O fator de conversdo de biomassa em enzima por F. proliferatum foi
aumentado 6 vezes, enquanto P. sizovae aumentou 10 vezes (Tabela 23). A L-
asparaginase é produzida como produto de metabolismo primério pelo fungo para
metabolizar as fontes de Carbono e Nitrogénio pela L-asparaginase. Desta forma, a
selecéo das variaveis incrementou a quantidade de enzima produzida. Em relacdo a
biomassa produzida, 0 aumento expressivo da quantidade de L-asparaginase implica
que mais enzima sera produzida por biomassa de fungo neste meio selecionado em

relacdo ao anterior.

Tabela 23 - Pardmetros cinéticos no crescimento e producéo de L-asparaginase por P. sizovae e F.
proliferatum.

. L i . P. sizovae F. proliferatum
Parametro cinético Simbolo Unidade

aPBD dPBD aPBD dPBD

Produtividade méaxima de
. Px,max g(X)/Lh 1,41 0,13 0,70 0,48
biomassa

Produtividade maxima de
) PE,max U/L.h 14,02 59,79 12,39 36,32
enzima

Velocidade especifica maxima Mmax h-t 0,08 0,09 0,08 0,09

Rendimento especifico da
_ MEmax U/g(X).h 1,89 9,64 2,00 12,97
enzima

Fator de conversdo de biomassa
_ YE/x U/g(U) 45,47 462,91 47,98 311,36
na enzima

aPBD: antes do Plackett-Burman Design; dPBD: depois do Plackett-Burman Design.

Hosamani e Kaliwal (2011) detectaram atividade de L-asparaginase por F.
equiseti a partir de 24 horas sob fermentacdo em estado sélido e atingiu 0 maximo
com 48 horas. A atividade enziméatica diminuiu em periodos de incubacao mais longos,
0 que pode ser devido a deplecéo de nutrientes, acimulo de produtos finais toxicos,
alteracdo no pH do meio, ou perda de umidade (HOSAMANI; KALIWAL, 2011).
Chanakya et al. (2011) observou a producdo maxima de L-asparaginase por F.
oxysporum sob fermentacdo em estado soélido apdés 120 horas (CHANAKYA,;
NAGARJUN; SRIKANTH, 2011). Uzma et al. (2016) observou maxima atividade de L-
asparaginase por F. solani sob fermentagéo submersa em meio de cultivo Czapek Dox
modificado (pH 6) contendo 1 % asparagina em 6 dias de incubacdo, com declinio
gradual na producao enzimatica (UZMA; MURTHY K.; SRINIVAS, 2016).
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4. CONCLUSAO

Este estudo demonstrou o potencial biotecnolégico dos fungos filamentosos
isolados do solo do Cerrado do Centro-Oeste brasileiro para a produgéo de L-
asparaginase de interesse industrial e farmacéutico. Das vinte e duas cepas fangicas
isoladas do solo e dezoito cepas fungicas isoladas de folhas de plantas do Cerrado
brasileiro selecionadas para producéo de enzima, trés isolados fungicos do solo foram
selecionados como maiores produtores de L-asparaginase com menor atividade de
glutaminase: P. sizovae, P. cerradense e F. proliferatum. Os maiores niveis de
atividade enzimatica obtidos pela avaliacdo das variaveis do meio de cultivo que
influenciam a atividade da L-asparaginase e a atividade enzimatica especifica por
Plackett-Burman Design foram registrados em 3,68 + 0,14 U/mL e 1,86 + 0,12 U/mL
para P. sizovae e F. proliferatum, respectivamente. Fontes de carbono como glicose,
sacarose e extrato de malte foram consideradas repressoras da sintese enzimatica
por P. sizovae. Por outro lado, a producdo de L-asparaginase por F. proliferatum foi
aumentada com maiores niveis de fontes de carbono como glicose e extrato de malte
e tamanho de inéculo. O Plackett-Burman Design melhorou a produtividade da
enzima, o rendimento da enzima especifica e o fator de conversdo de biomassa na
enzima dos isolados. O método de maceracdo da biomassa mostrou-se o melhor
método mecéanico de rompimento de células fungicas para liberagcdo de L-
asparaginase, visto que promoveu maiores alteracdes morfologicas nas células de P.
sizovae quando comparada as amostras sonicada e controle. Este estudo mostra o
potencial de espécies fungicas isoladas do solo do Cerrado brasileiro como fontes de
L-asparaginase com baixa atividade da glutaminase. A triagem de nutrientes e
condicdes de cultura, bem como a triagem de métodos eficientes de rompimento de
células fungicas, aumentaram o rendimento de L-asparaginase. Esses produtores de
L-asparaginase de origem eucariética com baixa atividade de glutaminase isolada de
um hotspot de biodiversidade global podem levar a uma melhoria nas aplicacdes
terapéuticas de LLA com efeitos colaterais reduzidos.
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CAPITULO I

Processamento downstream de L-asparaginase

1. INTRODUCAO

Células microbianas séo capazes de produzir bioprodutos, os quais geralmente
sao obtidos a partir de cultivos em meios liquidos, fazendo-se necessario segregar o
produto do meio de cultivo até que ele atinja tal grau de isolamento que o torne
adequado para o0 uso previsto. No estabelecimento de um processo de purificagao, o
grau de pureza da biomolécula-alvo desejado deve ser definido de tal forma a projetar
um processo coerente com a aplicacdo. A L-asparaginase ndo possui limites de
pureza estabelecidos e padronizados pelas agéncias reguladoras como a agéncia de
controle de medicamentos da Uniéo Européia, a European Medicines Agency (EMA)
ou caracteristicas de pureza descritas em compéndios oficiais como a Farmacopeia
Brasileira, a Farmacopeia Americana (USP) e Farmacopeia Europeia (FE). As
preparacdes de L-asparaginase comercializadas mundialmente e no Brasil possuem
qualidade questionavel, uma vez que contém tipos e quantidades de impurezas
desconhecidas, fazendo-se necessario o estabelecimento de padrées de qualidade
(KILIKIAN; PESSOA JR, 2020).

No processo da producdo de L-asparaginase, 0 processamento downstream
inclui todas as etapas necessarias para a purificacdo da enzima, como recuperacao
inicial, purificacdo e polimento. A integracdo de operacdes unitarias downstream é
amplamente utilizada para a purificacdo de L-asparaginase através de passos de
purificacdo de baixa resolucéo, isto é, precipitacdo fracionada, sistemas bifasicos
aguosos, centrifugacéo e purificacdo baseada em membranas (didlise) e passos de
purificacdo de alta resolugcdo, como o0s processos cromatograficos (KILIKIAN;
PESSOA JR, 2020).

A variabilidade nas massas moleculares de L-asparaginase em diferentes
microrganismos pode ser inferida as suas diversidades genéticas (MEGHAVARNAM,;
JANAKIRAMAN, 2015). Estudos acerca da purificacdo da L-asparaginase foram
publicados (Tabela 24). Neste trabalho um dos objetivos foi purificar a enzima L-
asparaginase a partir da espécie de fungo filamentoso P. sizovae isolada do solo do
Cerrado do Centro-Oeste brasileiro com a finalidade de obter um produto farmacéutico

de alto grau de pureza para ser utilizado como medicamento antileucémico.
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(continua)
Microrganismo Método nao- Método cromatografico Massa pH Temperatura Autor
cromatografico molecular
Spirulina maxima Sulfato de am6nio (20-80 Cromatografia de gel filtragdo em coluna NI NI NI (ABD EL BAKY; EL
%) dialisado com tamp&do  Sephadex G-200. As fracBes ativas foram BAROTY, 2016)
de fosfato 0,01 M pH 8,5  reunidas, dialisadas contra o tamp&o de
fosfato 0,01 M, pH 8,5, e concentradas.
Streptomyces Sulfato de aménio, com Cromatografia de gel filtracdo em coluna NI NI NI (AMENA,;
gulbargensis atividade da L- Sephacryl S-200 (1 cm x 50 cm), 5mL/30 VISHALAKSHI;
asparaginase associada a min. As fragdes ativas foram reunidas, PRABHAKAR;
fracdo precipitada na dialisadas e concentradas. CM Sephadex DAYANAND et al., 2010)
saturacdo de 40-60 % C-50 que foi pré-equilibrada com tampéao
dialisado com tampao Tris-HCI 50 mM pH 8,6. Foi eluida com
Tris-HCI 50 mM, pH 8,6 gradiente de NaCl (0,1-0,5 M) e tampao
borato 0,1 M pH 7,0. As fracdes ativas
foram coletadas, dialisadas e
concentradas.
E. coli transformada - Cromatografia de troca ibnica em coluna 35 kDa NI NI (BAHREINI;
BL21 pLysS (DE3) DEAE-Sepharose Fast Flow (5 cm x 15 (aparente) AGHAIYPOUR;
cm) pré-equilibrada com tampé&o fosfato ABBASALIPOURKABIR;
(0,01 mM, pH 7,0). Gradiente de NaCl de GOODARZI et al., 2014)
50-200 mM, 4 mL/min. Frag&o
dessalinizada em coluna Sephadex G-75
(3,0 x 70 cm), 3 mL/min.
A. terreus 45 % de saturacdo com Cromatografia de troca ibnica em coluna 94 kDa 6 25°C (BALASUBRAMANIAN;
sulfato de aménio a pH DEAE-celulose com tampéo fosfato 0,1 M, (aparente) AMBIKAPATHY;

8,4. O sobrenadante foi
levado a saturacao de 85
% com sulfato de amdnio
dialisado com tampéo de
fosfato 0,1 M.

pH 6,2

PANNEERSELVAM,
2012)
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(continuacao)

Microrganismo Método nao- Método cromatografico Massa pH Temperatura Autor
cromatografico molecular
Citrobacter Fracionamento da Cromatografia de troca ibnica em coluna 166 kDa 8-11 52°C (BASCOMB; BANKS;

acetona. Precipitado
suspendido em tampéo
borato de potassio 0,05 M
frio pH 8,0. Fracionamento
com sulfato de amdnio. A
fracé@o de proteina que
precipita entre 0,21 e 0,52
g de sulfato de aménio
cristalino foi dissolvida em
tampé&o de borato de
potassio 0,05 M pH 8,0.

DEAE celulose (grau DE-I I; Whatman
Biochemicals, Maidstone, Kent) de 8 L (15
x 45 cm) equilibrada com tamp&o borato
de potéssio 0,05 M, pH 8,0, 4 L/h e eluida
com um gradiente de KCI 0-0,3 M em
tampao borato. Cloreto de aménio foi
adicionado as fra¢Bes para dar uma
concentracéo final de 0,1 M. Uma coluna
21 (7,5 x40 cm) contendo uma
suspensao de hidroxilapatita de calcio
empacotada misturada com suspenséao de
brushita empacotada foi equilibrada com
tampao borato de potassio 0,05 M
contendo cloreto de amdnio 0,1 M, 250
mL/h. A coluna foi lavada com cloreto de
amdnio 0,1 M em tampao de borato de
potéssio pH 8,0 e eluida com um
gradiente de fosfato de potassio 6 1 a 0,3
M em tampdao borato contendo cloreto de
amonio 0-1 M, pH 8,0. As fra¢fes ativas
foram ultrafiltradas (Amicon) e aplicadas
em colunas de 67 x 77 cm Sephadex G-
200 (Pharmacia) equilibrada com tampéo
borato de potassio 0,05 M, pH 8,0. As
fracBes ativas foram ultrafiltradas e
aplicadas em coluna Sephadex G-25,
lavada e eluida com agua destilada, pH
8,0, 225 mL/h.

SKARSTEDT; FLEMING
etal., 1975)



Tabela 24 - Estratégias de purificacdo e caracterizacédo de L-asparaginases de microrganismos

129

(continuacao)

Microrganismo Método nao- Método cromatografico Massa pH Temperatura Autor
cromatografico molecular

Streptomyces spp.  Precipitacdo com 45 % de Cromatografia de gel filtragdo em coluna NI 7-8 50°C (BASHA; REKHA,;
saturagdo com sulfato de  Sephadex G-100 pré-equilibrada com KOMALA; RUBY, 2009)
amoénio a pH 8,4. O tampéo Tris HCI 0,05 M, pH 8,4 e e eluida
sobrenadante foi levado & em mesmo tampé&o contendo KCI 0,1 M, 5
saturacdo de 85 % com mL/30 min.
sulfato de ambnio. O
precipitado foi dissolvido e
dialisado em tampé&o Tris-
HCI 1 M.

E. coli Precipitagdo com 50 % de - NI NI NI (BILIMORIA, 1969)

saturacao de sulfato de
amodnio, mantendo o pH
8,0 constante pela adicédo
de &lcali. A concentracao
de sulfato de aménio foi
elevada a concentracdo
de saturagéo. O
precipitado foi dissolvido e
dialisado em agua e
dialisado contra soro
fisiologico. Esta fracéo foi
dialisada contra tampé&o
Tris-PO4 0,02 M, pH 8,0 e
fracionada com alcool
etilico em volumes de 1,5,
18,25,3,0e35.0s
precipitados obtidos foram
dissolvidos em solugéo
salina fisioldgica. A fracao
ativa precipitada de 2,5
volumes foi retida.
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Microrganismo

Método néo-
cromatografico

Método cromatografico

Temperatura Autor

E. carotovora

O pH do extrato livre de
células foi ajustado para
5,5usando HCI0,1 Ne a
suspensao foi deixada por
45 min a 4°C com
agitacao continua para
precipitacdo parcial em
proteinas contaminantes.

Cromatografia de gel filtracdo em coluna
SP Sephadex equilibrada com tampéo
fosfato 0,1 M, pH 5,5 e eluida em tamp&o
fosfato de pH 5,5 e pH 6,3. A proteina foi
eluida com o tampé&o fosfato 0,1 M, pH
7,0.

Massa

pH
molecular
160 kDa NI
(40,2 and
39,8 kDa,

tetramérica)

NI

(DEVI; AZMI, 2012)
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Microrganismo Método nao- Método cromatografico Massa pH Temperatura Autor
cromatografico molecular
A. oryzae CCT 3940 Precipitacdo com 80 % de Coluna Q Sepharose Fast Flowde 1 mL 115 kDa 8 50°C (DIAS; RUIZ; TORRE;

saturacdo de sulfato de
amdnio. O precipitado de
proteina foi ressuspendido
em tampdo Tris-HCI 0,01
M, pH 8,0 e dialisado
contra agua destilada.

(GE Healthcare, Uppsala, Suécia) pré-
equilibrada com tampéo Tris-HCI 10 mM,
pH 7,0 e eluida com o gradiente de NacCl
0-1,0 M no mesmo tampdo, vazéo: 1
mL/min a 20°C. As fracbes ativas foram
reunidas, dialisadas contra agua destilada
e concentradas por liofilizacdo. A fragéo
liofilizada foi ressuspensa em tampao
Tris-HCI, pH 7,0. Coluna SP Sepharose
Fast Flow de 1 mL (GE Healthcare,
Uppsala, Suécia) pré-equilibrada com
tampao Tris-HCI 10 mM, pH 7,0 e eluida
com o gradiente linear de NaCl 0-1,0 M.
As proteinas eluidas foram reunidas,
coletadas, dialisadas contra agua
destilada e liofilizadas. A fracao liofilizada
foi ressuspensa em tampao Tris-HCI, pH
7,0. Coluna CM Sepharose Fast Flow de
1 mL (GE Healthcare, Uppsala, Suécia)
equilibrada com tampéao Tris-HCI 10 mM,
pH 7,0 e eluida com gradiente linear de
NaCl 0-1,0 M. As fracBes ativas foram
reunidas, dialisadas contra agua destilada
e concentrada por liofilizag&o.

SATO, 2016)
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Microrganismo Método nao- Método cromatografico Massa pH Temperatura Autor
cromatografico molecular
A. fumigatus WL002 Ultrafiltra¢cdo usando Cromatografia de troca ibnica em coluna 35 kDa 9 50°C (DUTTA; GHOSH,;
cartucho de membrana DEAE-Sepharose FF (25 x 2 cm) eluida PRAMANIK, 2015)
(Amershem Biosciences)  com um gradiente de sal linear em
de 30 kDa para remover tampao Tris-HCI 50 mM NacCl 0-0,5 M, pH
as proteinas de baixa 10,0. As fragBes ativas foram reunidas e
massa molecular. Solugdo dialisadas contra tampéo Tris-HCI 50 mM,
saturada de sulfato de pH 8,0. Cromatografia de gel filtragdo em
amonio resfriada foi coluna Sephadex G-100 (20 x 1 cm)
adicionada ao permeado  eluida com tampao Tris-HCI 50 mM, pH
para obter saturacdo de 8,0, fluxo: 0,5 mL/min.
20 a 80 %. As fracdes
ativas foram dissolvidas e
dialisadas em tamp&o
Tris-HCI 50 mM, pH 9,0.
Flammulina A formacao de espuma Cromatografia de exclusdo de tamanho 85 kDa 7 40°C (EISELE; LINKE;
velutipes com brometo de em uma coluna Superose 6 com tampédo  (subunidades BITZER; NA’AMNIEH et
cetiltrimetilamonio Tris-HCI 0,2 M, pH 7,5. de 13 kDa, al., 2011)
removeu essencialmente proteina

todas as proteinas abaixo
de 75 kDa com uma perda
de atividade de 30 %.

hexamérica)
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Microrganismo Método nao- Método cromatografico Massa pH Temperatura Autor
cromatografico molecular
P. brevicompactum O extrato bruto foi A fracdo ativa da etapa anterior foi 94 kDa 8 37°C (ELSHAFEI; HASSAN;
NRC 829 aquecido a 50°C por 20 aplicada em coluna Sephadex G-100 (1,5 (aparente) ABOUZEID; MAHMOUD
min, e resfriado em banho x 50 cm) pré-equilibrada com tampao Tris- et al., 2012)
de gelo e os sedimentos HCI 0,05 M, pH 8,0, fluxo: 20 mL/h. As
formados foram removidos frag8es ativas foram reunidas, dialisadas
por centrifugacao. contra tampao Tris-HCI 0,01 M, pH 8,0 e
concentradas por liofilizag&do. Coluna
Sephadex G-200 pré-equilibrada (2,0 x 50
cm) com tampao Tris-HCI 0,05 M, pH 8,0,
fluxo: 10 mL/h. As fracdes mais ativas
foram reunidas e concentradas por
liofilizac&o.
E. chrysanthemi em - O meio de cultivo foi dialisado contra NI NI NI (KARAMITROS;

E. coli

tampao de ligacdo (KH2PO4 20 mM, pH
7,5) contendo diferentes concentracdes
de NacCl (0,05-0,2 M) e ajustado para
diferentes valores de pH (7,5-8,6) e
carregado em L-Asp adsorvente,
previamente equilibrado com tampéo de
ligacdo. A coluna foi mantida fechada
para o sistema atingir o equilibrio e
exaustivamente lavada com tampéao de
ligacéo contendo NaCl 2 M ou com ddH20
gelada. A ErL-asparaginase ligada foi
eluida com L-Asp 20 mM dissolvida em
tampao fosfato de potassio 20 mM, pH
7,5.

KONRAD, 2014)
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Microrganismo

Método néo-
cromatografico

Massa

Método cromatografico
molecular

pH

Temperatura Autor

Rhizomucor miehei

Talaromyces
pinophilus

Precipitacdo com 40-95 %
de saturacéo de sulfato de
amonio em incrementos
de 5 %. Precipitados
foram suspendidos e
dialisados em tampao tris-
HCI 50 mM, pH 7,4. A
solucdo da enzima foi
concentrada por dialise
reversa em PEG6000.

133,5 kDa
(homodimero
de 72 kDa)

Coluna de Ni-IDA (&acido de niquel-
iminodiacetideo) (1 cm x 5 cm; GE Life
Sciences) pré-equilibrada com tampéao A
(Tris-HCI 50 mM, pH 8,5, NaCl 0,15 M, 20
mM imidazol). A proteina ndo adsorvida
foi lavada com 15 CV de tampéo A,
seguido por 5 CV de tampéao B (Tris-HCI
50 mM, pH 8,0, NaCl 0,15 M, NaCl 0,5 M,
imidazol 50 mM), fluxo: 1,0 mL/min. As
proteinas ligadas foram eluidas com
tampéao Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, NaCl 0,6
M, imidazol 200 mM.

Coluna Sephadex G-100 eluida com NI
tampao tris-HCI 50 mM, pH 7,4, fluco: 1
mL/min a 18°C.

7

NI

45°C (HUANG,; LIU; SUN;

YAN et al., 2014)

NI (KRISHNAPURA,
PRAJNA RAO; BELUR,
PRASANNA D., 2016)
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Tabela 24 - Estratégias de purificacdo e caracterizacéo de L-asparaginases de microrganismos
(continuacao)

Microrganismo Método nao- Método cromatografico Massa pH Temperatura Autor
cromatografico molecular
Cladosporium sp. Precipitagcéo por adicdo de A enzima precipitada com metanol foi 117-120 kDa 6,3 30°C (MOHAN KUMAR,;
isopropanol, etanol, passada através da coluna de troca MANONMANI, 2013)
acetona e metanol gelado catiénica DEAE celulose com tampé&o
(1: 2). Os precipitados fosfato 50 mM, pH 7,2. As fra¢des ativas
foram dissolvidos em foram reunidas, dialisadas com agua
tampao fosfato 50 mM, pH destilada e concentradas em liofilizador.
7,0 e dialisados com agua. Coluna de Sepharose 6B (1,1 cm 9 100
cm) pré-equilibrada e eluida com tampao
fosfato 50 mM, pH 7,0, fluxo: 0,4 mL/min.
As fragBes ativas foram reunidas,
concentradas e dialisadas contra agua
destilada.
Trichoderma viride  Precipitagdo com acetona. Cromatografia de troca aniénica em 99 kDa 7 37°C (LINCOLN; NIYONZIMA,;
O precipitado foi dissolvido coluna DEAE-celulose (2,0 x 25 cm) pré- MORE, 2015)
em tampao fosfato 0,05 M, equilibrada com tampéao fosfato 0,05 M,
pH 7,0 e liofilizado. pH 7,0 e eluida em gradiente linear de

NacCl (0,1 - 1 M) em tampéo fosfato,
vazao: 0,2 mL/min. As fracdes ativas
foram agrupadas e concentradas por
liofilizacao.
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Microrganismo

Método néo-
cromatografico

Método cromatografico

Massa

molecular

pH

Temperatura Autor

A. terreus

F. culmorum ASP-
87

A. flavus

Precipitagdo com 80 % de
saturacao de sulfato de
amoénio. O precipitado foi
ressuspendido e dialisado
em tampao Tris-HCI 0,01
M, pH 7,2.

Precipitagdo com sulfato
de aménio saturacdo 80
%, amostras dialisadas.

Coluna DEAE Sepharose Fast Flow (2,5 x 136 kDa

22,5 cm) pré-equilibrada com tampéao
Tris-HCI 20 mM, pH 8,0. As proteinas
ligadas foram eluidas por aumentos
graduais de NaCl (0,100 e 0,150 mM),
fluxo: 120 mL/h. Fracdes ativas foram
dialisadas. Coluna Sephacryl S-200 HR
(1,0 x 58,0 cm) com o tampao Tris-HCI 20
mM, pH 8,0 contendo NaCl 0,150 mM,
fluxo: 9,6 mL/h. FracBes ativas foram
reunidas e dialisadas. Coluna Sephacryl
S-200 HR (1,0 x 5,8 cm), fluxo: 6,0 mL/h.
As fra¢Bes foram reunidas, concentradas
com PEG e dialisadas.

Coluna de DEAE celulose (1,5 x 15 cm)
pré-equilibrada com tampéo Tris-HCI 0,01
M, pH 7,2. As proteinas nao ligadas foram
lavadas repetidamente por cinco vezes e
entdo eluidas com o mesmo tampao
contendo NaCl 1 M, fluxo: 1 mL/min.
Amostras liofilizadas foram carregadas
em coluna Sephadex G-100 (1,5 x 15 cm)
pré-equilibrada com tampao fosfato 100
mM pH 7,0 e eluidas com tampé&o Tris-
HCI 0,01 M, pH 7,2.

Coluna Sephadex G-100-120 (Sigma) (60
cm x 2.2 cm) com tampéo Tris-HCI 0,05
M, pH 8.5. 2- Biologic LP-BIORAD com
tampao Tris-HCI 0,05 M, pH 8,5, fluxo: 0,5
mL/min durante 1 hora.

90 kDa

92 kDa

40°C

40°C

37°C

(LOUREIRO; BORGES;
ANDRADE; TONE et al.,
2012)

(MEGHAVARNAM,;
JANAKIRAMAN, 2015)

(PATRO; BASAK;
MOHAPATRA; GUPTA,
2014)
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Microrganismo Método nao- Método cromatografico Massa pH Temperatura Autor
cromatografico molecular

Rhodosporidium Extrato bruto foi Coluna PBE94 trocador de ions (20 x 0,8 180 kDa 8 40°C (RAMAKRISHNAN;

toruloides CBSI 4 concentrado em saco de  cm), previamente equilibrada com 25 mM  (homodimero JOSEPH, 1996)
didlise mantido em de tampéo imidazol (pH 7,4) e eluida com de 87 kDa)

Sephadex G-200 seca.

1:10 Polybuffer diluido pH 7,4 ajustado
para 4; fluxo: 30 mL/h. Precipita¢cdo com
60-90 % de saturacdo de sulfato de
amonio. O precipitado foi dissolvido em
tampao fosfato de sédio 50 mM, pH 7.
Coluna Sepharose 6B (140 x 0,8 cm) em
tampao fosfato de sédio 50 mM, pH 7,
fluxo 20 mL/h.
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Microrganismo

Método néo-
cromatografico

Massa

Método cromatografico
molecular

pH  Temperatura Autor

F. tricinctum

P. cyclopium

Precipitagdo com sulfato
de amonio, fragéo a 75 %
de saturagéo. O pH do
extrato foi mantido a 7,5.
Amostra foi dialisada em
tampao Tris-HCI 0,05 M
pH 8,6 e concentrada em
30 % PEG.

Precipitagcdo de forma
sequencial utilizando
acetona.

Cromatografia DEAE em coluna 1 X 60 161/170 kDa 8 NI
cm empacotada com Sephadex A-25
equilibrada com tampéo Tris-HCI 0,025 M,
pH 8,6. A coluna foi desenvolvida com um
gradiente formado pela adicdo gota a gota
de 0,2 M de KCI. Amostra foi dialisada
contra 1 % de glicina e incorporada em
um sistema de separacdo Ampholine
consistindo em 1% Ampholine (LKB, pH
variando 3-10) em um gradiente de
sacarose que foi carregado em uma
coluna de eletrofocalizacdo LKB No.
8102. A corrente foi aplicada inicialmente
a 500 V, 26 mA e, posteriormente,
aumentada para 1000 V. Frag8es ativas
foram dialisadas em tampao fosfato de
potéssio 0,01 M, pH 6,8 e concentradas
por ultrafiltracéo.

A fracdo de acetona (40-60%) foi aplicada 55 kDa 8 37°C
em coluna Sephadex G-100 (2,5x30 cm)  (aparente)

pré-equilibrada e eluida com tampéo Tris

0,05 M pH 8, 25 mL/h.

(SCHEETZ; WHELAN;
WRISTON, 1971)

(SHAFEI; EL-REFAI;
MOSTAFA; EL-REFAI et
al., 2015)
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Método nao-

Microrganismo e
cromatografico

Massa

Método cromatografico
molecular

pH

Temperatura Autor

P. digitatum Precipitacdo com sulfato
de aménio em pé fino a
uma taxa de 1 g por
minuto. A atividade da L-
asparaginase foi
associada a fracéo
precipitada na saturacdo
de 70-80 %. O precipitado
foi dissolvido em 500 mL
de solugéo salina
tamponada com fosfato. A
dessalinizac¢é@o da proteina
precipitada foi realizada
por cromatografia de
filtracdo em gel com o uso
de Sephadex G-25 no
mesmo tampéo 0,05 M a
pH 7,4.

A. terreus Precipitagdo com sulfato
de aménio

M. hiemalis 3 volumes de acetona
gelada foram adicionados
a um volume do
sobrenadante do
centrifugado de células. O
precipitado foi redissolvido
em tampéao fosfato 0,5 M
(pH 7,0) e submetido a
liofilizacao.

Coluna Sephadex G-100 (1x10 cm) em NI 7
tampao fosfato 0,05 M a pH 7,4, 5mL/5
min.

1
[{e]

Cromatografia de afinidade em coluna de 96,32 kDa 7
lectina (concalvin A) - agarose equilibrada (aparente)

com tampao fosfato 0,5 M (pH 7,0). Uma

solugdo de sacarose 1 M foi aplicada a

coluna e a fracéo ligada coletada.

30°C

37°C

37°C

(SHRIVASTAVA; KHAN;
SHRIVASTAV; JAIN et
al., 2012)

(SIDDALINGESHWARA,
LINGAPPA, 2011)

(THAKUR; LINCOLN:
NIYONZIMA; MORE,
2014)

NI: ndo identificado; (-): ndo realizado.

(concluséo)
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2. MATERIAL E METODOS

2.1.Preparo de reagentes e solucdes

e Solucao de cloreto férrico/TCA/HCI
Solugéo A: Solucéo de cloreto férrico

Cloreto férrico 109
Agua ultrapurificada q.s.p. 100 mL
Solucéo B: Solucao de HCI/TCA

Acido cloridrico 37 % 5,45 mL
Acido tricloroacético (TCA) 20 mL
Agua ultrapurificada g.s.p. 100 mL

Misturar solucbes A e B

e Solucéo de hidroxilamina 1M

Solucéo A: Solucéo estoque de cloridrato de hidroxilamina 2 M

Cloridrato de hidroxilamina 27,89
Agua destilada g.s.p. 200 mL
Solucéo B: Solucao estoque de hidréxido de sodio 2 M

NaOH 409
Agua destilada 500 mL

Solucdo de hidroxilamina 1 M: Misturar a solucdo A com solucdo B (1:1)

ajustando o pHem 7.

e Solucéo de L-asparagina 100 mM
L-asparagina (Sigma) 0,33 ¢
Agua destilada g.s.p. 25 mL

e Solugao padrao de B-hidroxamato aspartico 5 mM
B-hidroxamato aspartico (Sigma) 7,40 mg

Agua ultrapurificada g.s.p. 10 mL

e Solucéo Tris-HCI 50 mM pH 8,6
Tris base 6,06 g



Agua destilada g.s.p.

pH da solucéo foi ajustado em 8,6 com HCI 37 %.

Tampao de amostra

Tampao tris-HCI 62,5 mM pH 6,8
Docecil sulfato de sédio (SDS) 2 %
Glicerol 25 %

Azul de bromofenol 0,01 %
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1L

0,5mL
0,19
1,43 mL
0,5mL

Adicionar 50 pL de mercaptoetanol para 950 pL de tamp&o de amostra para

uma concentracdo final de mercaptoetanol de 5 % anterior a aplicagdo nas

amostras.

Tampé&o de corrida

Tris base

Glicina

SDS

Agua purificada g.s.p.

Gel de poliacrilamida 12 % separador

Agua ultrapurificada

Tampao Tris-HCI 1,5 M pH 8,8
Acrilamida/bis-acrilamida 30 %
SDS 10 %
Tetrametiletilenodiamina (TEMED)
Persulfato de sédio (APS) 10 %

Gel de poliacrilamida 5 % concentrador

Agua ultrapurificada

Tampao Tris-HClI 1 M pH 6,8
Acrilamida/bis-acrilamida 30 %
SDS 10 %

Temed

APS 10 %

3,03 g
14,41 g

1L

3,34 mL
2,5mL
4 mL
100 pL
10 pL
50 pL

3,65 mL
1,25 mL
1mL
60 pL

6 uL

30 pL
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Solucéo fixadora

Etanol 100 mL
Acido acético glacial 25 mL
Agua ultrapurificada q.s.p. 250 mL

Solucéo sensibilizadora

Etanol 75 mL
Tiossulfato de sédio (5 % m/v) 10 mL
Acetato de sodio 17 g
Agua ultrapurificada q.s.p. 250 mL

Adicionar glutaraldeido (25 % m/v) antes do uso

e Solucéo de nitrato de prata (2,5 % m/v) 25 mL
Agua ultrapurificada q.s.p. 250 mL

e Solucéao reveladora
Carbonato de sédio 6,25 ¢
Agua ultrapurificada g.s.p. 250 mL
Adicionar formaldeido (37 % m/v) antes do uso

e Solucéo de parada
EDTA-Na2.2H20 3,659
Agua ultrapurificada q.s.p. 250 mL

2.2.Preparo do extrato bruto de P. sizovae

O fungo filamentoso, isolado do solo do Cerrado do Centro-Oeste Brasileiro,
selecionado como melhor produtor de L-asparaginase — P. sizovae - foi inoculado (4
disco de micélio de 8 mm de diametro) em frascos Erlenmeyer de 1 L contendo 200
mL de meio de cultivo Czapek Dox modificado (1 % L-prolina; 3 % L-asparagina; 0 %
ureia; 3 % nitrato de sodio; 3 % sulfato de amoénio; 3 % peptona; 3 % extrato de
levedura; 0 % glicose; 0 % sacarose; 0 % extrato de malte), incubado a 32°C e 120

rpom por 48 horas. As culturas foram filtradas e a biomassa foi congelada a -80°C e
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submetida a rompimento celular por maceracéo. A biomassa congelada foi macerada
em gral e pistilo previamente resfriados a -80°C, conforme descrito por Drainas et al.
(1977) (DRAINAS; KINGHORN; PATEMAN, 1977). A biomassa macerada foi
transferida para tubo de centrifuga de 50 mL e homogeneizada com tampéao Tris-HCI
50 mM pH 8,6 (0,5 geelula/mL) por pelo menos 1 minuto em vortex. O extrato bruto
obtido foi utilizado para purificacdo de L-asparaginase empregando métodos néao-

cromatograficos e cromatograficos.

2.3.Métodos de purificacdo ndo cromatogréaficos

2.3.1. Precipitacdo de proteinas por solventes organicos

Acetona ou metanol (grau HPLC) foram adicionadas lentamente, por
gotejamento através de uma bureta, a uma amostra de 5 mL do extrato bruto da
espécie de fungo P. sizovae mantida em banho de gelo sob agitacdo constante a fim
de obter uma porcentagem de concentragédo de 40 % de cada solvente. O extrato foi
incubado em geladeira (4°C) por pelo menos 12 horas para permitir que a precipitacao
das proteinas fosse atingida até o equilibrio. Em seguida, a amostra foi centrifugada
a 4.500 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi separado do pellet de proteinas
precipitadas e seu volume foi mensurado. O volume de acetona ou metanol (mL) a
serem adicionados ao sobrenadante para um incremento de 10 % de concentracao
foi calculado em relagcédo ao volume do sobrenadante determinado. Este processo foi
repetido sucessivamente em incrementos de 10 % até atingir 100 % da concentracao
de acetona ou metanol. As fracdes de proteinas precipitadas foram armazenadas a -
20°C até a realizagéo dos ensaios experimentais.

O pellet de proteinas de cada fracdo foi ressuspendido em tamp&o Tris-HCI 50
mM pH 8,6 (2,5 mL), concentrando a amostra em duas vezes em relagcao ao volume
inicial. A atividade de L-asparaginase, quantificacdo de proteinas totais e calculo da
atividade especifica foram determinados em cada fragéo.

2.3.2. Precipitacdo de proteinas por adi¢cdo de sal soluvel

Sulfato de amoénio (Sigma-Aldrich) solido (0,53 g) previamente macerado em

gral e pistilo foi adicionado lentamente a uma amostra de 5 mL do extrato bruto da
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espécie de fungo P. sizovae mantida em banho de gelo sob agitacdo constante afim
de obter uma porcentagem de saturacdo de 20 % a 0°C. Apés completa dissolucdo
do sal, o extrato foi incubado em geladeira (4°C) overnight ou por pelo menos 2 horas
para permitir que a precipitacdo das proteinas fosse atingida até o equilibrio. Em
seguida, a amostra foi centrifugada a 4.500 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi separado do pellet e seu volume foi mensurado. A massa de sulfato de amdnio (g)
a ser adicionada ao sobrenadante para um incremento de 10 % de saturagao a 0°C
foi calculada em relagdo ao volume do sobrenadante determinado. Este processo foi
repetido sucessivamente em incrementos de 10 % até atingir 100 % de saturacdo da
concentracdo de sulfato de aménio a 0°C. As fracBes de proteinas precipitadas foram
armazenadas a -20°C até a realizacdo dos ensaios experimentais.

O pellet de proteinas de cada fracao foi ressuspendido em tampéo Tris-HCI 50
mM pH 8,6 (2,5 mL) concentrando a amostra em duas vezes em relacdo ao volume
inicial. A atividade de L-asparaginase, quantificacdo de proteinas totais e calculo da

atividade especifica foram determinados em cada fragéo.

2.4.Métodos de purificacdo cromatogréaficos

Métodos cromatograficos de gel filtracdo e troca ibnica foram empregados com o

objetivo de purificar a L-asparaginase de P. sizovae.

2.4.1. Cromatografia de gel filtracéo

O extrato bruto e fracdes ativas do fungo P. sizovae foram avaliados frente a
diferentes metodologias de cromatografia de gel filtragcdo (Tabela 25).
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Tabela 25 - Métodos cromatogréficos de gel filtracé@o testados para a purificacdo da L-asparaginase de P. sizovae

Volume
- Volume Fluxo  Volume
Método Coluna cromatografica Eluente e _ .
amostra (mL/min) fracdes
coluna
1 HiPrep 16/60 Sephacryl S200 HR 120,637 mL 1mL Eluente A + 0,1 M glicina 2 0,5 2mL
2 HiPrep 16/60 Sephacryl S200 HR 120,637 mL 5mL Eluente A 1,5 0,5 2mL
3 Sephadex G-100 8 mL 4 mL Eluente A 1,75 0,57 2mL
4 Sephadex G-100 7,5 mL 0,25 mL  Eluente A + 0,1 M glicina 2,7 0,52 2mL
5 Sephadex G-100 45,216 mL 0,2mL  Eluente A + 0,1 M glicina 0,75 0,52 2mL
6 Sephacryl S-200 37 mL 0,4 mL Eluente A 1,62 0,29 2mL
7 Superdex 200 Increase 10/300 GL 23,562 mL 0,5mL Eluente A 1,1 0,25 2mL
8 Superdex 200 Increase 10/300 GL 23,562 mL 0,1 mL Eluente A 1,5 0,75 2mL
9 Superdex 200 Increase 10/300 GL 23,562 mL 0,5mL Eluente A 1 0,75 2mL

Eluente A: tampéo tris-HCI 50 mM pH 8,6.
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O extrato bruto do fungo P. sizovae foi submetido a cromatografia de gel
filtracdo segundo o método 9. A purificacdo de L-asparaginase foi conduzida em
coluna cromatografica Superdex 200 Increase 10/300 GL, de dimensdes 1 cm x 30
cm (GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Suécia), equilibrada com tampé&o Tris-HCI
50 mM pH 8,6. Uma aliquota de 500 pL do extrato bruto do fungo P. sizovae foi
aplicada na coluna cromatografica e a elui¢do isocratica foi conduzida com adicdo de
solugdo tampao Tris-HCI 50 mM pH 8,6. A eluicdo da amostra e da fase movel foram
conduzidas com fluxo de 0,75 mL/min a 25°C por um volume de coluna (VC). Fracdes
de 2 mL foram coletadas e analisadas quanto a atividade enzimatica de L-
asparaginase. A concentracdo de proteinas totais e atividade especifica foram

quantificadas nas fracdes ativas.

2.4.2. Cromatografia de troca ibnica

O extrato bruto e fracdes ativas do fungo P. sizovae foram avaliados frente a
diferentes metodologias de cromatografia de troca iGnica (Tabela 26).
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(continua)
Método Cromatografia Coluna cromatografica Volume Eluente Volume Fluxo. Volume
amostra de coluna (mL/min) fracdes
1 catidnica forte HiTrap SP FF 0,962 mL 1mL 100% eluente C > 0,5 2mL
100 % eluente D 5
100 % eluente C 4
2 anidnica forte HiTrap Q FF 5,027 mL 1 mL gradiente C ao A 2 0,5 2 mL
100 % eluente A 5
100 % eluente C 4
3 anidnica forte HiTrap Q FF 5,027 mL 0,5mL gradiente C ao A 2 0,5 2 mL
100 % eluente A 5
100 % eluente E 4
4 anidnica forte HiTrap Q FF 0,962 mL 0,5mL gradiente E ao A 2 0,5 2 mL
100 % eluente A 5
100 % eluente E 5
5 anidnica forte HiTrap Q FF 5,027 mL 1mL gradiente E ao A 10 5 2 mL
100 % eluente A 5
100 % eluente E 5
6 anibnica forte HiTrap Q FF 5,027 mL 5mL gradiente E ao A 10 5 2 mL
100 % eluente A 5
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] ' - Volume Volume  Fluxo Volume
Método Cromatografia Coluna cromatografica Eluente . .
amostra de coluna (mL/min) fracdes
100 % eluente A 5
7 anidnica forte HiTrap Q XL 5,027 mL 2 mL gradiente Aa 50 % B 20 5 2 mL
100 % eluente B 5
100 % eluente A 1,6
100 % eluente A + 0,1 M NacCl 1,6
o 100 % eluente A + 0,2 M NaCl 1,6
8 anibnica fraca DEAE FF 12,6 mL 5mL 0,63 2 mL
100 % eluente A + 0,3 M NacCl 1,6
100 % eluente A + 0,4 M NaCl 1,6
100 % eluente B 1,6
100 % eluente A 1,6
o 100 % eluente A + 0,15 M NacCl 1,6
9 anibnica fraca DEAE FF 12,6 mL 5SmL 0,63 2 mL
100 % eluente A + 0,2 M NacCl 1,6
100 % eluente B 1,6
_ 100 % eluente A 5
o HiPrep DEAE FF 16/10 _
10 anibnica fraca 5mL gradiente Aa B 10 2 2 mL
20,106 mL
100 % eluente B 5
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(continuacao)

) ' . Volume Volume  Fluxo Volume
Método Cromatografia Coluna cromatografica Eluente . .
amostra de coluna (mL/min) fracdes
] 100 % eluente A 2
- HiPrep DEAE FF 16/10 _
11 anidnica fraca 5mL gradiente Aa B 4 2 2 mL
20,106 mL
100 % eluente B 2
) 100 % eluente A 2
o HiPrep DEAE FF 16/10 _ .
12 anidnica fraca 5mL gradiente Aa B 4 1 2 mL
20,106 mL
100 % eluente B 2
) 100 % eluente A 2
o HiPrep DEAE FF 16/10
13 anidnica fraca 5mL 25 % eluente A/75 % eluente B 2 1 5mL
20,106 mL
100 % eluente B 2
100 % eluente A 2
80 % eluente A/20 % eluente B 2
o HiPrep DEAE FF 16/10 60 % eluente A/40 % eluente B 2
14 anibnica fraca 5SmL 1 5SmL
20,106 mL 40 % eluente A/60 % eluente B 2
20 % eluente A/80 % eluente B 2
100 % eluente B 2
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(continuacao)

Método Cromatografia

Coluna cromatografica

Volume

amostra

Eluente

Volume

Fluxo

Volume

de coluna (mL/min) fracdes

15

anionica fraca

HiPrep DEAE FF 16/10
20,106 mL

5mL

100 % eluente A
80 % eluente A/20 % eluente B
60 % eluente A/40 % eluente B
40 % eluente A/60 % eluente B
20 % eluente A/80 % eluente B
100 % eluente B

2

0,5

5mL

16

anidnica fraca

HiPrep DEAE FF 16/10
20,106 mL

2 mL

100 % eluente A
60 % eluente A/40 % eluente B
40 % eluente A/60 % eluente B

0,5

5mL

17

anidnica fraca

HiPrep DEAE FF 16/10
20,106 mL

2 mL

60 % eluente A/40 % eluente B
40 % eluente A/60 % eluente B

0,5

5mL

18

anidnica fraca

HiTrap DEAE FF 0,962 mL

1mL

100 % eluente A
80 % eluente A/20 % eluente B
60 % eluente A/40 % eluente B
40 % eluente A/60 % eluente B
20 % eluente A/80 % eluente B
100 % eluente B

N N N N N NN RPN DN DN D DN DN DNDNDN

0,5

2 mL
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Tabela 26 - Métodos cromatograficos de troca ibnica testados para a purificacdo da L-asparaginase de P. sizovae
(continuacao)

) ' . Volume Volume  Fluxo Volume
Método Cromatografia Coluna cromatografica Eluente . .
amostra de coluna (mL/min) fracdes
100 % eluente A 5
19 anidnica fraca HiTrap DEAE FF 0,962 mL 0,5mL gradiente Aa B 10 0,25 2 mL

100 % eluente B

100 % eluente A
80 % eluente A/20 % eluente B
60 % eluente A/40 % eluente B
40 % eluente A/60 % eluente B
20 % eluente A/80 % eluente B
100 % eluente B

20 aniénica fraca HiTrap DEAE FF 0,962 mL 1mL 0,5 2 mL

100 % eluente A
80 % eluente A/20 % eluente B
60 % eluente A/40 % eluente B
40 % eluente A/60 % eluente B
20 % eluente A/80 % eluente B
100 % eluente B

21 anibnica fraca HiTrap DEAE FF 0,962 mL 2 mL 1 2 mL

o OO o o o o b~ b b b b pH O
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Tabela 26 - Métodos cromatogréficos de troca ibnica testados para a purificacdo da L-asparaginase de P. sizovae
Volume Volume Fluxo Volume

Método Cromatografia Coluna cromatografica Eluente
amostra de coluna (mL/min) fracdes
100 % eluente A 6
80 % eluente A/20 % eluente B
60 % eluente A/40 % eluente B
40 % eluente A/60 % eluente B
20 % eluente A/80 % eluente B
100 % eluente B
100 % eluente A
80 % eluente A/20 % eluente B
60 % eluente A/40 % eluente B
40 % eluente A/60 % eluente B
20 % eluente A/80 % eluente B

100 % eluente B 8

Eluente A: tampé&o tris-HCI 50 mM pH 8,6; eluente B: tampé&o tris-HCI 50 mM pH 8,6 + 0,5 M NaCl; eluente C: tampé&o fosfato de sédio 50 mM pH 5,7; eluente
D: tampao fosfato de sédio 50 mM pH 6,3; eluente E: tampao fosfato citrato pH 3,0. (concluséo)

22 anibnica fraca HiTrap DEAE FF 0,962 mL 1mL 0,5 2 mL

23 anibnica fraca HiTrap DEAE FF 0,962 mL 1mL 0,5 2 mL

0 0 0 W O o O o O O
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A purificacdo de L-asparaginase foi conduzida segundo o método 20, em
coluna cromatografica DEAE Fast Flow 1 mL, de dimensdes 7 mm x 25 mm, (GE
Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Suécia), equilibrada com tampao Tris-HCI 50 mM
pH 8,6. Uma aliquota de 1 mL da frac&o ativa obtida na cromatografia de gel filtracédo
concentrada foi aplicada na coluna cromatografica e a eluicao gradiente foi conduzida
em incrementos da forca ibnica com tampao Tris-HCI 50 mM NaCl 0,5 M pH 8,6. A
eluicdo da amostra e da fase moével foram conduzidas com fluxo de 0,5 mL/min a 25°C.
Fracdes de 2 mL foram coletadas e analisadas quanto a atividade enzimatica de L-
asparaginase. A concentracdo de proteinas totais e atividade especifica foram

quantificadas nas fracdes ativas.

2.4.3. Quantificacdo da atividade de L-asparaginase pelo método do acido L-

aspartil-B-hidroxamico no extrato bruto e fracdes

A quantificacdo de L-asparaginase foi determinada no extrato bruto e fracdes
pelo método do acido L-aspartil-B-hidroxamico descrito por Drainas et al. (DRAINAS;
KINGHORN; PATEMAN, 1977) com modificacdes para as etapas de purificacdo por
métodos ndo cromatograficos. Aliquotas do extrato bruto e fragfes (0,1-1,6 mL) foram
transferidas para tubos conicos de centrifuga de 5 mL, em triplicata para os ensaios
de métodos ndo cromatograficos e uma replicata para os ensaios de métodos
cromatograficos, e foram adicionados (0-1,6 mL) de tampéao Tris-HCI 50 mM pH 8,6;
0,2 mL de L-asparagina 100 mM e 0,2 mL de solucéo de hidroxilamina 1 M pH 7,0. As
amostras foram incubadas a 37°C em banho-Maria por 30 minutos. Foi adicionada 0,5
mL da solugéo de cloreto férrico/TCA/HCI e as amostras foram enté@o centrifugadas a
4.000 rpm por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante (1 mL) foi transferido para cubeta e a
absorbancia foi mensurada a 500 nm em espectrofotémetro.

O branco das amostras foi preparado conforme descrito para as amostras com
a finalidade de eliminar a absorbancia da coloracdo da amostra. Os volumes de extrato
bruto e tampéao Tris-HCI 50 mM pH 8,6 utilizados nas amostras teste foram
transferidos para tubos conicos de centrifuga de 5 mL e incubados a 37°C em banho-
Maria por 30 minutos. Os volumes de L-asparagina (0,2 mL) e solucdo de
hidroxilamina (0,2 mL) foram adicionados ap0s a adicdo de 0,5 mL da solucdo de
cloreto férrico/TCA/HCI.
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Para as etapas de purificacdo por métodos cromatograficos, o ensaio
enzimatico de quantificacdo da atividade de L-asparaginase foi adaptado com a
finalidade de reduzir o volume de amostra utilizada nas fragdes obtidas. A adaptacgéo
do método segundo Drainas et al. (DRAINAS; KINGHORN; PATEMAN, 1977) foi
realizada respeitando as concentracbes dos reagentes em volumes proporcionais
para uma reacao com volume final de 250 pL. Aliquotas (160 pL) de cada fracao obtida
apos as etapas cromatogréaficas foram transferidas para microtubos de centrifuga de
1,5 mL e foram adicionados 20 pL de L-asparagina 100 mM e 20 puL de solucao de
hidroxilamina 1 M pH 7,0. As amostras foram incubadas a 37°C por 30 minutos. Foi
adicionada 50 pL da solucédo de cloreto férrico/TCA/HCI e as amostras foram entéo
centrifugadas a 2.880 x g por 5 minutos a 25°C. O sobrenadante (200 pL) foi
transferido para uma placa de 96 pocos e a absorbancia foi mensurada em
espectrofotometro (EnSpire, nimero de série 23001468, Perkin Elmer, Cingapura).

O branco das amostras foi preparado conforme descrito para as amostras com
a finalidade de eliminar a absorbdncia do reagente colorimétrico adicionado,
substituindo o volume das fracdes proteicas pelo mesmo volume de tampéo utilizado
no ensaio enzimatico (Tris-HCI 50 mM pH 8,6).

A quantidade de pB-hidroxamato aspartico (umol) € calculada a partir da
absorbancia obtida das amostras frente a curva padrdo construida, o volume de
amostra utilizado e o tempo de reacdo do ensaio enzimatico (30 minutos). Uma
unidade de L-asparaginase é definida como a quantidade de enzima necessaria para
formar um pmol de B-hidroxamato aspartico por minuto por mililitro de extrato bruto
(U/mL).

2.4.4. Construcdo da curva padréo de B-hidroxamato aspartico em cubeta e

microplaca

A curva padréo para o método de leitura em cubeta foi construida através de
diferentes concentragbes da solugédo padrao de B-hidroxamato aspartico 5 mM com o
tampéo Tris-HCI 50 mM pH 8,6 e o reagente colorimétrico cloreto férrico/TCA/HCI
utilizados no ensaio enzimatico da L-asparaginase, preparados em tubos de
centrifuga de 5 mL, em triplicata, conforme a Tabela 27. As misturas de solugdes (1
mL) foram transferidas para cubetas e suas absorbancias foram mensuradas em um

espectrofotdmetro.
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Tabela 27 - Preparo das solucdes padréo de B-hidroxamato aspértico para a construcdo da curva

Solucdo B-hidroxamato B-hidroxamato  Tampao tris- Cloreto
padrao aspartico aspartico 5 HCI 50 mM pH férrico/TCA/HCI
(umol) mM (uL) 8,6 (mL) (mL)
Branco 0 0 2,00 0,5
Padrdo 1 0,1 20 1,98 0,5
Padréo 2 0,25 50 1,95 0,5
Padrédo 3 0,50 100 1,90 0,5
Padréo 4 0,75 150 1,85 0,5
Padrdo 5 1,0 200 1,80 0,5
Padréo 6 15 300 1,70 0,5
Padréo 7 2,0 400 1,60 0,5
Padréo 8 3,0 600 1,40 0,5

A curva padrao para o método de leitura em microplaca foi construida atravées
de diferentes concentragdes da solugao padrao de B-hidroxamato aspéartico 5 mM com
o tampéo Tris-HCI 50 mM pH 8,6 e o reagente colorimétrico cloreto férrico/TCA/HCI
utilizados no ensaio enzimatico da L-asparaginase, preparados em tubos de
centrifuga de 1,5 mL, em triplicata, conforme a Tabela 28. As misturas de solucdes
(200 pL) foram transferidas para uma microplaca de 96 pocos e as absorbancias foram
mensuradas em um leitor de microplacas (Synergy HT, BioTek Instruments, Vermont

— EUA; EnSpire, niUmero de série 23001468, Perkin Elmer, Cingapura).
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Tabela 28 - Preparo das solugdes padrao de B-hidroxamato aspartico para a construcéo da curva com
leitura em microplaca

Solucdo B-hidroxamato B-hidroxamato  Tampao tris- Cloreto
padrao aspartico aspartico 5 HCI 50 mM pH férrico/TCA/HCI
(Hmol) mM (uL) 8,6 (ML) (uL)
Branco 0 0 200 50
Padrdo 1 0,01 2 198 50
Padréo 2 0,025 5 195 50
Padrédo 3 0,05 10 190 50
Padréo 4 0,075 15 185 50
Padrdo 5 0,1 20 180 50
Padréo 6 0,15 30 170 50
Padréo 7 0,2 40 160 50
Padréo 8 0,3 60 140 50

A reacao entre o B-hidroxamato aspartico produzido e o FeCls produz cor
avermelhada que absorve em comprimento de onda de 500 nm. A quantidade de -
hidroxamato aspartico (umol) é calculada a partir da absorbéncia obtida das amostras
aplicada na equacédo da reta construida através da curva padrdo, a quantidade de
amostra utilizada e o tempo de reacdo do ensaio enzimético (30 minutos). Uma
unidade de L-asparaginase foi definida como a quantidade de enzima necessaria para

formar um pmol de B-hidroxamato de &cido L-aspartico por minuto por mililitro (U/mL).

2.4.5. Quantificacdo de proteinas totais no extrato bruto e fracées

A guantificacdo de proteinas totais nas amostras submetidas a purificagédo foi
avaliada pela formulacdo baseada em acido bicinconinico (BCA) para a deteccgao
colorimétrica e quantificacdo da proteina total utilizando o kit Pierce BCA (Thermo
Scientific). Este método combina a reducéo de Cu*? a Cu*! pela proteina em um meio
alcalino com a deteccéo colorimétrica do cation cuproso (Cu*!) usando um reagente
contendo um sal de sédio, BCA (SMITH; KROHN; HERMANSON; MALLIA et al.,
1985). 200 uL de reagente preparado a fresco foram adicionados a aliquotas de 25 pL
do sobrenadante das amostras de célula lisadas pelo método mecanicos, em triplicata,

em uma microplaca de 96 pocos e incubados a 37°C por 30 minutos. O produto de
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reacao de cor purpura deste ensaio é formado pela quelacdo de duas moléculas de
BCA com um ion cuproso, o qual possui absorbancia em 562 nm. As proteinas totais
(mg/mL) foram quantificadas segundo a equacdo da reta construida utilizando
albumina de soro bovino (BSA) como padréo em diferentes concentracdes (0; 25; 125;
250; 500; 750; 1000; 1500 e 2000 pg/mL) (THERMOSCIENTIFIC).

A pureza da L-asparaginase foi dada pela razéo entre a atividade enzimatica
(a, U/mL) e a massa de proteinas totais (P, mg), denominada atividade especifica
(Equacéo 10). O fator de purificacao (FP) foi dado pela variacdo do valor de atividade

especifica (Ae, U/mg) (Equacéo 11).

Ae = a/P (20)

FP = Ae/Aecinicial (11)

2.5.Eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢des desnaturantes

O grau de pureza das amostras proteicas - extrato bruto e fracfes ativas - foi
analisado por eletroforese em gel de poliacrilamida 12 % sob condicfes desnaturantes
com dodecilsulfato de so6dio (SDS-PAGE), conforme descrito por Laemmli (LAEMMLLI,
1970). Géis de poliacrilamida foram formados por copolimerizacdo de acrilamida e bis-
acrilamida na presenca de persulfato de aménio (APS) e tetrametiletilenodiamina
(Temed). O gel concentrador foi preparado a 5 % (v/v).

As amostras foram precipitadas com &acido tricloroacetico (TCA) 10 % e
incubadas overnight em geladeira a 4°C. Posteriormente, as amostras foram
centrifugadas a 10.510 x g por 15 minutos a 25°C. O sobrenadante foi descartado e o
pellet foi lavado 3 vezes com 1 mL de acetona a -20°C. As amostras foram mantidas
a temperatura ambiente até secagem da acetona residual. O pellet formado foi
ressuspendido em 50 pL de tampéo de amostra para as fracdes obtidas nas etapas
de purificacdo e 250 pL de tampé&o de amostra para o extrato bruto. As amostras foram
fervidas de 5 a 10 minutos a 95°C para desnaturagéo das proteinas. Uma aliquota de
10 a 20 pL das amostras concentradas foi aplicada sobre o gel concentrador. A
eletroforese foi conduzida em sistema cuba vertical miniVE (GE Healthcare Bio-
Science AB, Califérnia - EUA) com tampé&o de corrida (Tris-HCI 25 mM, glicina 192

mM e SDS 0,1 % (v/v)) com voltagem ajustada de 120 a 200 V. Foram utilizados como
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marcador de massa molecular kit de baixa massa molecular (Low Molecular Weight GE
Healthcare) contendo as proteinas fosforilase b (97 kDa), soroalbumina bovina (66 kDa),
ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbonica (30 kDa), inibidor de tripsina (30,1 kDa) e a-
lactalbumina (14,4 kDa).

2.5.1. Coloragéo do gel de poliacrilamida com nitrato de prata

Ao final da corrida da amostra no gel de eletroforese, as bandas proteicas foram
coradas segundo Blum et al. (BLUM; BEIER; GROSS, 1987) usando o Kit PlusOne
Silver Staining (GE Healthcare). Primeiramente, o gel foi incubado em solugéo
fixadora por 24 horas. Em seguida, este foi incubado sob agitacdo em solucéo
sensibilizadora por uma hora. Apos 4 lavagens com agua destilada por 15 minutos,
cada, o gel foi incubado sob agitacédo na solucdo de nitrato de prata por uma hora.
ApOs 2 lavagens com agua destilada por 1 minuto, cada, o gel foi incubado em solugéo
reveladora até aparecimento das bandas e a reacao foi interrompida quando este foi

transferido para a solucéo de parada.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.Métodos de purificacdo ndo cromatogréficos

3.1.1. Precipitacédo de proteinas por solventes organicos

Na precipitacdo de proteinas por solventes organicos, o mecanismo de
agregacdao esta baseado na reducdo da constante dielétrica do meio, aumentando as
interacOes eletrostaticas intermoleculares. Vantagens do uso de solventes incluem a
facilidade de obtencéo por meio de fermentacédo de fontes de biomassa renovaveis,
sua volatilidade, que permite pronta recuperagao e reciclagem ao processo, sendo
facilmente removidos do precipitado por secagem sob vacuo em baixa temperatura. A
principal desvantagem dos solventes é a tendéncia de causarem mudancas na
conformacao das biomoléculas (KILIKIAN; PESSOA JR, 2020).

O extrato bruto da espécie fungica P. sizovae (5 mL) foi submetido a sucessivas
adicoes de acetona ou metanol (40-100 %) com a finalidade de precipitar proteinas e
avaliar qual porcentagem da concentracdo de solvente (cut-off) € necesséria para
precipitar a L-asparaginase como uma etapa de purificacdo ndo-cromatografica. As
atividades enzimaticas, quantificacdo de proteinas totais, atividades especificas e
fatores de purificagéo foram avaliados em todas as fragOes obtidas (Tabela 29).

Tabela 29 - Avaliacdo da atividade de L-asparaginase, quantificacdo de proteinas totais, atividade
especifica e fator de purificacdo de L-asparaginase nas fracdes de proteinas precipitadas por adi¢cao
de acetona

Volu Atividade Proteinas o -
e ; Atividade especifica  Fator de

Amostra me enzimatica totais (U/mg) purificacéo

(mb) (V) (mg)
DOA0 5 1743 21,38 0,81 1,00
0-40 % 2,5 0,76 9,39 0,08 0,10
40-50% 2,5 6,80 6,60 1,03 1,26
50-60% 2,5 7,24 1,35 5,37 6,59
60-70% 2,5 1,72 0,90 1,91 2,34
70-80% 2,5 0,13 0,63 0,21 0,26
80-90% 2,5 0,02 0,36 0,06 0,07
90-100% 2,5 0,01 0,46 0,03 0,04

A maior atividade de L-asparaginase (7,24 U) foi observada no cut-off de 50-60

% da concentracdo de acetona, representando a maior atividade especifica (5,37
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U/mg) e o maior fator de purificacao (6,59). As atividades enzimaticas reduziram nas
concentracfes superiores de acetona (70-100 %), indicando que a enzima L-
asparaginase precipita em uma faixa de concentracao de acetona entre 40-70 %.

Thakur et al. (2014) purificou parcialmente a L-asparaginase de Mucor hiemalis
através da adicdo de 3 volumes de acetona gelada a um volume do extrato bruto.
ApoOs incubacdo em congelador, a mistura foi centrifugada, o sobrenadante foi
descartado, o pellet foi ressuspendido em solugéo tampao, liofilizado e submetido a
cromatografia por afinidade (THAKUR; LINCOLN; NIYONZIMA; MORE, 2014). Shafei
et al. (2015) precipitou as proteinas do extrato bruto de Penicillium cyclopium de forma
sequencial usando acetona em concentracdo de 60 %. A fracdo 40-60 % foi utilizada
para dar continuidade as etapas de purificacao por técnicas cromatograficas (SHAFEI,
EL-REFAI; MOSTAFA; EL-REFAI et al., 2015). As fragcdes cujas maiores atividades
enzimaticas de L-asparaginase foram obtidas no presente trabalho foram similares as
encontradas por Shafei et al. (2015).

Entretanto, foi possivel observar perda total da atividade enzimatica a curto
prazo (aproximadamente 2 horas) mesmo quando a fracdo de proteinas solubilizada
estava armazenada em baixa temperatura (4°C). Para contornar este problema,
glicina foi adicionada a uma concentragédo final de 0,1 M ao pool das proteinas

precipitadas no cut-off de 40-60 % de acetona (Figura 17).

Figura 17 - Avaliacédo da influéncia da adi¢éo de glicina na estabilidade da enzima L-asparaginase em
solucao de proteinas precipitadas com 40-60 % de acetona apds 24 horas de armazenamento
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Diversos aditivos podem ser adicionados para exercerem efeitos estabilizantes
em proteinas, dentre os quais compostos com naturezas quimicas diversas, como
monossacarideos e polissacarideos (sacarose, glicose, lactose e trealose), polialcoois
(glicerdis e propilenoglicol), polimeros neutros, aminoacidos e sais estabilizam
termodinamicamente ou cineticamente a estrutura nativa da proteina. Esses
compostos se excluem preferencialmente da superficie da proteina, estabilizando
termodinamicamente a estrutura nativa dela, assim como protegem as proteinas
contra a ruptura devido a formacado de cristais de 4gua durante o congelamento no
caso da reducdo da temperatura de transicao vitrea (KILIKIAN; PESSOA JR, 2020).
Ao purificar a L-asparaginase de Rhodosporidium toruloides CBSI 4, Ramakrishnan et
al. (1996) observou que a perda de atividade pode ser superada mantendo o pH a 9
e com a adicao de 250 mM de glicina (tampéao de estabilizacdo, 50 mM de Tris e 250
mM de glicina, pH 9) (RAMAKRISHNAN; JOSEPH, 1996). Entretanto, a avaliacdo da
atividade de L-asparaginase e quantificacdo de proteinas totais na amostra
precipitada com 40-60 % de acetona descongelada apds armazenamento a -20°C por
24 horas resultou na reducao de 76 % da atividade enzimética e atividade especifica
da enzima, demonstrando que embora a glicina tenha preservado a atividade de L-
asparaginase por um periodo maior do gue quando armazenada em sua auséncia, ela
ainda nao foi suficiente para garantir a estabilidade prolongada da L-asparaginase
apos precipitacdo por acetona. Uma hip6tese € que provavelmente residuos de
acetona permaneceram no meio, o que fez com a conformacgao da enzima ativa fosse
afetada e consequentemente sua atividade enzimatica apds 24h. Os solventes
organicos penetram no glébulo de proteina, causando desnaturacédo por interferéncia
com as zonas hidréfibas internas, importantes na manutencdo da conformacéo da
molécula (KILIKIAN; PESSOA JR, 2020).

Embora o metanol tenha mostrado ser o melhor dentre os solventes
(isopropanol, etanol, acetona e metanol) testados por Mohan e Manonmani (2013)
para a precipitacdo de L-asparaginase purificada a partir de Cladosporium sp.
(MOHAN KUMAR; MANONMANI, 2013), a atividade de L-asparaginase néo foi
detectada em nenhuma das fracbes de proteinas precipitadas com metanol no

presente estudo.
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3.1.2. Precipitacédo de proteinas por adicédo de sal soluvel

Na precipitagéo de proteinas por sais — salting out - o mecanismo de agregacao
esta baseado na atracéo entre as regides hidrofébicas das proteinas pela reducao da
camada de hidratacdo da proteina, pois as moléculas de agua se tornam escassas ao
serem empregadas na solvatacdo dos ions do sal adicionado. Uma vantagem da
precipitacdo com sulfato de amonio é a agdo estabilizante sobre as proteina, pois a
alta concentracdo salina evita proteolise e agdo bacteriana (KILIKIAN; PESSOA JR,
2020).

O extrato bruto da espécie fungica P. sizovae (5 mL) foi submetido a sucessivas
adicoes de sulfato de amoénio (20-100 %) com a finalidade de precipitar proteinas e
avaliar qual porcentagem da saturacdo de sal € necessaria para precipitar a L-
asparaginase como uma etapa de purificacdo n&o-cromatografica. As atividades
enzimaticas, quantificacdo de proteinas totais, atividades especificas e fatores de

purificacdo foram avaliados em todas as fragcoes obtidas (Tabela 30).

Tabela 30 - Avaliacdo da atividade de L-asparaginase, quantificacdo de proteinas totais e atividade
especifica de L-asparaginase nas fracdes de proteinas precipitadas por adicdo de sulfato de aménio.

Volu Atlv_lda,d_e Prot_elnas Atividade especifica  Fator de

Amostra me enzimatica totais (U/mg) purificagéo
(mb) (V) (mg)

E;‘J[g‘to 5 17,43 21,38 0,81 1,00

20 % 25 0,04 219 0,02 0,02

30 % 25 1,21 4,79 0,25 031

40 % 25 0,06 2,09 0,03 0,03

50 % 25 0,10 251 0,04 0,05

60 % 25 0,01 246 0,00 0,00

70 % 25 0,01 274 0,01 0,01

80 % 25 0,06 1,07 0,06 0,07

90 % 25 0,13 1,20 0,11 013

100% 25 047 0,79 0,59 0,72

A maior atividade de L-asparaginase (1,21 U) e quantidade de proteinas totais
(4,79 mg) foram observadas no cut-off de 20-30 % da saturacéo de sulfato de aménio.
Entretanto, o cut-off da saturacéo de sulfato de amoénio que resultou na maior atividade
especifica (0,59 U/mg) e maior fator de purificagédo (0,72) foi de 90-100 %. Em termos
de atividade especifica, a precipitacdo de L-asparaginase pela adicdo de sulfato de

amonio foi aproximadamente 9 vezes inferior aquela obtida pela adicdo de acetona.
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Um resultado similar foi observado por Lincoln et al. (2015) ao empregar precipitacao
por acetona para purificar parcialmente a L-asparaginase de Trichoderma viride Pers,
justificando a preferéncia pela precipitacdo de acetona a precipitacdo por sulfato de
amonio devido a um melhor rendimento (LINCOLN; NIYONZIMA; MORE, 2015).

A precipitacéo de proteinas pelo método salting-out através da adicédo de sulfato
de amoénio é um método ndo-cromatografico comumente empregado como etapa de
pré-purificacdo de L-asparaginase. Basha et al. (2009) e Balasubramanian et al.
(2012) purificaram parcialmente a L-asparaginase de Streptomyces spp. S3 e
Aspergillus terreus, respectivamente, elevando o extrato bruto a saturacdo de 45 %
com sulfato de aménio e mantido overnight a 4°C. Apés centrifugacao, o precipitado
foi decartado e o sobrenadante foi elevado a saturacdo de 85 % com sulfato de
amonio, centrifugado e dialisado anterior a aplicagdo em coluna cromatografica
(BALASUBRAMANIAN; AMBIKAPATHY; PANNEERSELVAM, 2012; BASHA;
REKHA; KOMALA; RUBY, 2009). Bilimoria (1969) purificou a L-asparaginase tipo Il
de E. coli através da adicao de sulfato de aménio a uma concentracdo de 50 % de
saturacdo mantendo o pH em 8.0 através da adicdo de alcali. Apds agitacdo, o
precipitado foi removido por centrifugacdo. A concentracdo de sulfato de amdnio foi
elevada a concentracao de saturacdo e o precipitado obtido foi centrifugado. A maior
parte da atividade da L-asparaginase tipo Il estava presente neste precipitado, a qual
foi dissolvida e dialisada repetidamente em &gua até completa remocédo de sal
(BILIMORIA, 1969). Dutta et al. (2015) precipitaram a L-asparaginase de Aspergillus
fumigatus WL002 com sulfato de aménio em 60 % de saturacdo (DUTTA; GHOSH,;
PRAMANIK, 2015). Patro et al. (2014) e Dias et al. (2016) purificaram a L-
asparaginase de Aspergillus flavus e Aspergillus oryzae CCT 3940, respectivamente,
atraveés da precipitacdo de proteinas no extrato bruto por adicdo de sulfato de amdnio
em agitacdo constante até 80 % de saturacdo. O precipitado foi dialisado anterior a
aplicacdo em coluna cromatografica (DIAS; RUIZ; TORRE; SATO, 2016; PATRO;
BASAK; MOHAPATRA; GUPTA, 2014). Meghavarnam e Janakiraman (2015)
purificaram a L-asparaginase de Fusarium culmorum ASP-87 isolada do solo tropical
submetendo o extrato bruto a precipitacdo por sulfato de aménio a uma saturacao de
80 % (MEGHAVARNAM; JANAKIRAMAN, 2015). Shrivastava et al. (2012) purificaram
a L-asparaginase de Penicillium digitatum, cuja atividade enzimatica estava associada
a fracdo precipitada entre 70-80 % de saturacdo de sulfato de amonio
(SHRIVASTAVA; KHAN; SHRIVASTAV; JAIN et al., 2012). Scheetz et al. (1971)
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adicionaram sulfato de amoénio solido em agitacao constante a fracdo do sobrenadante
bruto de Fusarium tricinctum a saturacao de 75 % (SCHEETZ; WHELAN; WRISTON,
1971).

3.2.Métodos de purificacdo cromatograficos

3.2.1. Cromatografia de gel filtracao

O perfil cromatogréfico do extrato bruto da espécie fungica P. sizovae foi
avaliado frente a diferentes metodologias por cromatografia de gel filtracdo. O melhor
resultado foi obtido em coluna pré-empacotada Superdex 200 Increase 10/300 GL, 30
cm x 10 mm, volume de coluna de 23,532 mL (GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala,
Suécia), em fluxo de eluicdo de 0,75 mL/min a 25°C, método 9. A atividade de L-
asparaginase foi detectada entre o primeiro pico e o segundo pico proteico, o que
indica que a enzima eluiu da coluna no inicio da corrida, sugestivo de que a proteina

possui alta massa molecular (Figura 18).

Figura 18 - Perfil cromatografico do extrato bruto do fungo filamentoso P. sizovae eluido em coluna de
gel filtracdo Superdex 200 Increase 10/300 GL em eluigdo isocratica com tampéo Tris-HCI 50 mM pH
8,6 e fluxo 0,75 mL/min a 25°C
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3.2.2. Cromatografia de troca ibnica

O perfil cromatografico do extrato bruto e fracbes ativas da espécie fungica P.
sizovae foi avaliado frente a diferentes metodologias por cromatografia de troca idnica.
Os melhores resultados foram obtidos pelos métodos 8, 9 e 20. A fracédo ativa para
atividade de L-asparaginase obtida pela cromatografia de gel filtracdo em coluna
Superdex (Pico 1) foi eluida da coluna pré-empacotada do tipo aniénica Hitrap DEAE
Sepharose Fast Flow, 7 mm x 25 mm, volume de coluna de 0,962 mL (GE Healthcare
Bio-Sciences, Uppsala, Suécia), em fluxo de eluicdo de 0,5 mL/min a 25°C, método
20. O pH do tampéo de eluicdo utilizado nos métodos cromatograficos foi de 8,6,
acima do ponto isoelétrico da L-asparaginase reportado na literatura de 5,3 (EISELE;
LINKE; BITZER; NA'/AMNIEH et al., 2011). Neste pH, a proteina de interesse possui
carga negativa e se liga a coluna trocadora de anions, com carga positiva. Foi possivel
observar a eluicao de proteinas a medida que a forca ibnica era incrementada através
da adicdo NaCl a fase movel (tampéo tris-HCI 50 mM NaCl 0,5 M pH 8,6).

A atividade de L-asparaginase foi detectada entre o segundo e terceiro pico
proteico, o que indica que a enzima eluiu quando a concentracdo de NaCl na fase

moével era de 0,2 M (Figura 19).

Figura 19 - Perfil cromatogréfico do extrato bruto do fungo filamentoso P. sizovae eluido em coluna de
troca ibnica do tipo anidnica HiTrap DEAE Sepharose Fast Flow em gradiente de tamp&o Tris-HCI 50
mM pH 8,6 com concentracao crescente de NaCl (0-0,5 M) e fluxo 0,5 mL/min a 25°C
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O perfil proteico de cada etapa de purificacdo da L-asparaginase foi
acompanhado por eletroforese em gel de poliacrilamida em condicbes desnaturantes
(SDS-PAGE). O extrato bruto da espécie fungica P. sizovae e as fragfes ativas para

L-asparaginase estdo apresentados na Figura 20.

Figura 20 - Perfil eletroforético em condicbes desnaturantes de gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 12
%). Padrao de massa molar: fosforilase b (97 kDa), albumina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase
carbdnica (30 kDa), inibidor de tripsina (20.1 kDa) e a-lactalbumina (14.4 kDa) (P); extrato bruto do
fungo P. sizovae (1); fracdo 4 da coluna gel filtracdo Superdex 200 Increase 10/300 GL (2); fracéo 6 da
coluna anibnica HiTrap DEAE Sepharose Fast Flow (3)
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A atividade de L-asparaginase de P. sizovae foi mensurada ap0s 2 etapas de
purificacdo (Tabela 31). Na ultima etapa, apds eluida em coluna de troca ibnica
anibnica DEAE Sepharose Fast Flow, a amostra apresenta-se clarificada com bandas
proteicas com diferentes intensidades em SDS-PAGE. Pode se observar uma banda
proteica bem definida de aproximadamente a 40,7 kDa, porém ainda nao purificada.
Outros contaminantes proteicos foram revelados no gel. O processo de purificacéo
visa diminuir a populagdo de proteinas contaminantes, mantendo as proteinas de
interesse e, consequentemente, aumentando o rendimento da purificacdo. No
presente estudo foi observada uma reducéo pronunciada nos fatores de purificagao e
rendimento ao longo do processo. Este efeito pode ser explicado pela sucessiva
diluicho da amostra durante as etapas cromatograficas e perdas da proteina de

interesse por ter sido necesséria a aplicacao de diferentes operagfes de separacao.
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Tabela 31 - Resumo das etapas de purificacdo da L-asparaginase de P. sizovae

Volume Atividade Proteinas Atividade

Etapas coletado totais especifica Fator de  Rendimento

total (U urificagéo %
(mL) O mgy  (Umg)  PUreAC o)
Eg(trato 05 4.16 3,03 1,37 1,00 100
ruto

Fracéo 4 5 0,38 0,79 0,49 0,36 9,22
Superdex

Fracéo 6 ) 0.14 0.33 0,44 0,32 3,48

DEAE FF ! ’ ’ ’ |

Similar ao processo de purificacdo adotado neste estudo, a L-asparaginase de
A. flavus foi purificada usando a coluna de gel filtracdo Sephadex G-100-120 em
tampao Tris-HCI 0,05 M pH 8,5 seguida de troca ibnica pelo sistema biolégico LP BIO-
RAD (PATRO; BASAK; MOHAPATRA; GUPTA, 2014). A L-asparaginase de A. terreus
foi purificada em coluna de troca anidnica fraca DEAE Sepharose FF seguida de
coluna de gel filtracdo Sephacryl S-200 HR (LOUREIRO; BORGES; ANDRADE;
TONE et al.,, 2012). A L-asparaginase de A. fumigatus WL002 foi purificada com
precipitacdo de proteinas por adicdo de sulfato de amdnio, seguida de coluna DEAE
Sepharose FF e coluna Sephadex G-100 (DUTTA; GHOSH; PRAMANIK, 2015). Da
mesma forma, a L-asparaginase de F. Culmorum ASP-87 foi purificada através da
adicdo de 80 % de sulfato de amonio seguido de cromatografia em coluna DEAE
celulose e Sephadex G-100 (MEGHAVARNAM; JANAKIRAMAN, 2015). A purificacéo
da L-asparaginase de Citrobacter se deu pela precipitacdo em acetona, seguida de
sulfato de amdnio, cromatografia em coluna de troca aniénica fraca DEAE celulose e
coluna de gel filtracdo Sephadex G-200 (BASCOMB; BANKS; SKARSTEDT,;
FLEMING et al., 1975). ApGs precipitacdo por solventes organicos, a L-asparginase
de Cladosporium sp. foi purificada em coluna de troca catidbnica DEAE celulose
seguida de coluna de gel filtracdo Sepharose 6B (MOHAN KUMAR; MANONMANI,
2013). A coluna cromatografica anionica fraca DEAE FF utilizada neste estudo foi a
coluna de escolha para purificacdo da L-asparaginase de E. coli transformada BL21
pLysS (DE3) em uma Unica etapa (BAHREINI; AGHAIYPOUR;
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ABBASALIPOURKABIR; GOODARZI et al., 2014). Outra trocadora anibnia fraca,
DEAE-celulose, foi utilizada para purificar a L-asparaginase de A. terreus
(BALASUBRAMANIAN; AMBIKAPATHY; PANNEERSELVAM, 2012), Trichoderma
viride Pers: SF Grey (LINCOLN; NIYONZIMA; MORE, 2015). Outras colunas
cromatograficas de gel filtracdo também foram utilizadas para a purificacdo da L-
asparaginase de Streptomyces gulbargensis (AMENA; VISHALAKSHI; PRABHAKAR,;
DAYANAND et al., 2010), Streptomyces spp. (BASHA; REKHA; KOMALA; RUBY,
2009), P. brevicompactum NRC 829 (ELSHAFEI; HASSAN; ABOUZEID; MAHMOUD
et al., 2012), Talaromyces pinophilus (KRISHNAPURA, PRAJNA RAO; BELUR,
PRASANNA D., 2016), P. cyclopium (SHAFEI; EL-REFAI; MOSTAFA; EL-REFAI et
al., 2015), P. digitatum (SHRIVASTAVA; KHAN; SHRIVASTAV; JAIN et al., 2012),
Spirulina maxima (ABD EL BAKY; EL BAROTY, 2016), Rhodosporidium toruloides
CBS14 (RAMAKRISHNAN; JOSEPH, 1996) e do basidiomiceto Flammulina velutipes
(EISELE; LINKE; BITZER; NA’AMNIEH et al., 2011). No entanto, sugere-se que este
resultado diferente na sequéncia de purificacdo ja anteriormente relatada, possa ser
devido as diferencas na sequéncia de aminoacido e consequentemente nas

caracteristicas fisico-quimicas das L-asparaginases expressas por fungos.
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4. CONCLUSAO

O extrato bruto do fungo filamentoso P. sizovae isolado do solo do Cerrado do
Centro-Oeste brasileiro selecionado como melhor produtor de L-asparaginase com
baixa atividade de glutaminase foi submetido a processo de purificacdo. Técnicas nao
cromatograficas de precipitacdo de proteinas por adicdo de solventes (acetona e
metanol) ou sal soluvel (sulfato de am6nio) foram empregadas, em que a nao foi
possivel detectar atividade enzimatica quando as proteinas foram precipitadas com
metanol. Por outro lado, os maiores fatores de purificacdo foram obtidos quando
acetona foi adicionada na faixa de 40-70 %. Entretando, a atividade enzimatica foi
perdida, sugestivo de desnaturacao da proteina por residuos de solvente na amostra.
Técnicas de purificacdo de alta resolucdo por cromatografia de exclusdo molecular e
troca i6nica foram empregadas. Todavia, foi observada uma pronunciada reducéo do
fator de purificacdo ao longo do processo, assim como a presenca de proteinas
contaminantes na amostra. Portanto, a L-asparaginase de P. sizovae foi parcialmente

purificada.
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CAPITULO IV

Clonagem da L-asparaginase de P. sizovae em K. phaffii

1. INTRODUCAO

A tecnologia do DNA recombinante e engenharia de proteinas proporciona a
producdo de enzimas feitas sob medida para atender as necessidades dos usuarios
ou do processo, obtendo-se enzimas de qualidade superior as propriedades naturais.
A expressao de proteinas mais barata, mais facil e mais rapida pode ser realizada em
sistemas procarioticos como E. coli, no entanto, essa bactéria hdo pode expressar
proteinas muito grandes, além de ndo ser o sistema de escolha para proteinas ricas
em S — S e que proteinas que requerem modificacdes pos-traducdo, pois ndo pode
realizar a glicosilac@o e remover as sequéncias S — S. Adicionalmente, as proteinas
eucarioticas podem ser toxicas para as bactérias. Geralmente, as proteinas menores
qgue 30 kD séo expressas em um sistema procariético, enquanto aquelas que sao
maiores que 100 kD s&@o expressas em um sistema eucaridtico. As leveduras,
organismos fungicos eucarioticos unicelulares, sdo freqientemente usadas para
produzir proteinas recombinantes que ndo sdo bem produzidas em E. coli devido a
problemas de dobramento ou a necessidade de glicosilagdo. As cepas de levedura
sdo geneticamente bem caracterizadas e conhecidas por realizarem muitas
modificagdes pos-traducdo. As duas cepas de levedura mais utilizadas séo S.
cerevisiae e a levedura metilotrofica P. pastoris, esta ultima renomeada em
Komagataella pastoris ou K. phaffii (DEMAIN; VAISHNAV, 2009).

A levedura metilotréfica possui a habilidade de utilizar o metanol como Unica
fonte de carbono e energia. A enzima alcool oxidase (AOX) catalisa 0 primeiro passo
na via de utilizacdo do metanol: a oxidacdo de metanol a formaldeido e peroxido de
hidrogénio. AOX é sequestrado dentro do peroxissomo junto com a catalase, que
degrada o perdxido de hidrogénio em oxigénio e agua. Parte do formaldeido gerado
deixa o peroxissomo e é oxidado a formato pela formaldeido desidrogenase e didxido
de carbono pela formato desidrogenase, das quais estas rea¢cdes sdo uma fonte de
energia para células crescendo em metanol (CEREGHINO; CREGG, 2000).

As vantagens dos sistemas de expressao de levedura incluem: alto rendimento;
estirpes de producédo estavel; durabilidade; custo-beneficio; crescimento de alta

densidade; alta produtividade; adequacédo para producdo de proteina marcada



171

isotopicamente; crescimento rapido em meios quimicamente definidos sendo
facilmente adaptadas aos processos de fermentacdo; processamento de produto
semelhante a células de mamiferos; proteinas maiores que 50 kD podem ser
produzidas; sequéncias de sinal podem ser removidas; pode lidar com proteinas ricas
em S — S promovendo formacédo de ligacédo dissulfeto; produzem chaperonas para
auxiliar no dobramento de certas proteinas; e pode glicosilar proteinas (DEMAIN;
VAISHNAYV, 2009).

O processo de glicosilacdo pode ser definido como a adicdo enzimatica de
carboidratos a sitios especificos na superficie de proteinas e lipidios, transformando-
os em glicoproteinas e glicolipideos. A glicosilacao de uma proteina pode ser diferente
dependendo do meio em que as células sdo cultivadas. A glicosilacao influencia a
cinética da reacdo da enzima, solubilidade, meia-vida sérica, estabilidade térmica,
atividade in vivo, imunogenicidade e ligacdo ao receptor. Quase todos o0s
polipeptideos eucaribticos excretados sdo glicosilados. Em alguns casos, uma
proteina normalmente glicosilada é ativa sem a porcédo de carboidrato e pode ser
produzida em bactérias. Nos casos em que a glicosilacdo € necesséaria para a
estabilidade ou dobramento adequado, isso pode muitas vezes ser fornecido por
células de levedura, fungo, inseto ou mamifero recombinante. Enzimas flngicas que
sdo excretadas frequientemente mostram o mesmo tipo de glicosilacdo observada em
proteinas secretadas em mamiferos, com aclUcares D-manose covalentemente
ligados a moléculas N-acetil-D-glucosamine ligadas a asparagina, embora
carboidratos adicionais ligados ao oxigénio da serina ou treonina as vezes estejam
presentes nas proteinas fangicas. P. pastoris € capaz de adicionar fracdes de
carboidratos ligadas a O e N as proteinas secretadas. A glicosilacdo € menos extensa
em P. pastoris do que em S. cerevisiae devido a comprimentos de cadeia mais curtos
de oligossacarideos de alta manose ligados a N, geralmente até 20 residuos em
comparacdo com 50-150 residuos em S. cerevisiae. Adicionalmente, P. pastoris
carece de a-1,3-manosil transferase que produz ligagdes terminais a-1,3-manosil em
S. cerevisiae e causa uma resposta altamente antigénica em pacientes
(CEREGHINO; CREGG, 2000; DEMAIN; VAISHNAYV, 2009).

A expressao heterbéloga da L-asparaginase de alguns microrganismos ja foi
relatada na literatura (Tabela 32). Dentre os estudos de L-asparaginase fungicas
produzidas de forma recombinante, como A. oryzae (HENDRIKSEN; KORNBRUST;
OSTERGAARD; STRINGER, 2009) e A. terreus (SAEED; ALI; SOUDAN; EMBABY et
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al., 2018), nenhum estudo relatou a clonagem e expressao de uma L-asparaginase

fungica em levedura até o presente momento.



Tabela 32 — Estudos sobre producao de L-asparaginase recombinante
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(continua)

Microrganismo

Autor

ASNase Il (ansB) clonado em pAED4 transformado em E. coli
BL21pLysS (DE3)

ASNase Il clonado em pET-15 transformado em E. coli BL21
(DES3)

ASNase Il (ASP3) de S. cerevisiae E1278b, X2180-1A, P40-2a,
BMY344, BMY224 e MP38 clonado em pPM7, p1-XS, pEC22,
pEC23 transformado em E. coli DH5a

ASNase Il (ans B2) de Pectobacterium carotovorum MTCC 1428
clonado em pHT43 transformado em Bacillus subtilis WB800ON
ASNasel de S. cerevisiae BY4741 (ScASNasel) clonada em
PET15b-ASP1 transformada em E. coli BL21 (DE3)

ASNase (NSE1) das sementes de L. japonicus (Regel) Larsen
cv. Gifu (B-129) clonado em PET101/D-TOPO transformado em
E. coli

Gliap asparaginase clonado em pGEX-5X-I e pMAL-2c
transformados em E. coli

Pseudomonas aeruginosa EGYII DSM 101801 clonado em
pET28-a(+) transformado em E.coli BL21(DES3) pLysS

(BAHREINI; AGHAIYPOUR; ABBASALIPOURKABIR;
GOODARZI et al., 2014)
(BARROS; BRUMANO; FREITAS; PESSOA JR et al., 2020)

(BON; CARVAJAL; STANBROUGH; ROWEN et al., 1997)

(CHITYALA; VENKATA DASU; AHMAD; PRAKASHAM, 2015)

(COSTA; SCHULTZ; DE ARAUJO BIANCHI PEDRA,; LEITE et

al., 2016)

(CREDALI; GARCIA-CALDERON; DAM; PERRY et al., 2013)

(DIETERICH; LANDWEHR; REISSNER; SMALLA et al., 2003)

(EL-SHARKAWY; FARAG; EMBABY; SAEED et al., 2016)



Tabela 31 — Estudos sobre producéo de L-asparaginase recombinante
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(continuacao)

Microrganismo

Autor

ansB em E. coli NRRL JM103 (E. coli pAHZ12), em E. aerogenes NRRL B-427
(Ea[pBPGA]) e P. aeruginosa USDA B771 (pB-PGA)

ASNase Il de B. subtilis 168 ATCC 23857 clonado em pMA0911 e pP43NMK
transformados em B. subtilis WB600

ASP3 de S. cerevisiae YAE3R-D12 clonado em pPIC9 transformado em P. pastoris
GS115 (his4)

ASNase selvagem de E. chrysanthemi NCPPB 1066 e mutantes desaminados clonados
em pJ401 transformados em E. coli BL21

E. coli YG 002 clonada em pET-15b transformados em E. coli BL21 (DE3)

ASNase de E. chrysanthemi NCPPB 1066 clonado em pANS30 em E. coli IM83 e
clonado em pASN326 e pASN230 transformados em E. carotovora SCI193

14270 ASNase de S. thermoluteus subsp. fuscus NBRC 14270 e SGR ASNase de S.
griseus clonados em pTONAba transformados em S. lividans

ASNase de A. oryzae clonado em pMStr57 transformado em A. oryzae BECh2

ASNase de Withania somnifera clonado em pRSET A transformado em E. coli BL21
(DE3)

(ERENLER; GECKIL, 2014)

(FENG; LIU; JIAO; GAO et al., 2017)

(FERRARA; SEVERINO; MANSURE;
MARTINS et al., 2006)
(GERVAIS; FOOTE, 2014)

(GHOSHOON; BERENJIAN;
HEMMATI; DABBAGH et al., 2015)
(GILBERT; BLAZEK; BULLMAN;
MINTON, 1986)

(HATANAKA: USUKI; ARIMA;
UESUGI et al., 2011)
(HENDRIKSEN; KORNBRUST;
OSTERGAARD; STRINGER, 2009)
(OZA; PARMAR; PATEL;
SUBRAMANIAN, 2011)
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Microrganismo

Autor

ErA de E. carotovora NCYC 1526 clonado em pET22b transformado em E.
coli BL21 (DE3)

ASNase Il de S. cerevisiae (ASP3) clonado em pPIC9K transformado em P.
pastoris KM71 (arg4 his4 AOX1::ARG4)

rErAll de E. carotovora clonado em pET-30a(+) transformado em E. coli C43
(DE3)

ASNase de A. terreus transformado em E. coli BL21 (DE3) pLysS

Was79 de Wolinella succinogenes clonado em pET28b+ transformado em E.

coli BL21(DE3)

(POURHOSSEIN; KORBEKANDI, 2014)

(ROTH: NUNES; ROSADO; BIZARRO et al.,
2013)

(SAEED; ALI; SOUDAN; EMBABY et al., 2018)
(SANNIKOVA; BULUSHOVA; CHEPEREGIN;
GUBAYDULLIN et al., 2016)

(concluséo)
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MATERIAL E METODOS

2.1.Preparo de Reagentes e Solucbes

Agar Luria-Bertani (LB) 20 g
Agua destilada 490 mL
Tetraciclina (5 pg/mL) 10 mL

Agar Luria-Bertani com baixa concentragio de sal

Triptona agua 29
Extrato de levedura 19
Agua destilada 200 mL
pH ajustado em 7.5

Zeocina (100 mg/mL) 50 yL

Agar Luria-Bertani para controle pUC19

Agua destilada 490 mL
Ampicilina (5 mg/mL) 10 mL
Meio de cultivo Luria-Bertani para E. coli (LB) 12,59
Agua destilada 490 mL
Tetraciclina (5 pg/mL) 10 mL

Meio de cultivo Luria-Bertani para E. coli com baixa concentragéo de sal

Triptona agua 29
Extrato de levedura 1lg
Agua destilada 200 mL
pH ajustado em 7,5

Zeocina (100 mg/mL) 50 pL

Solucéo estoque de base de nitrogénio para leveduras com sulfato de amonio, sem
aminoacidos (YNB 10X)

Solucéo de biotina 0,02 % (500 X B)



Biotina 20 mg
Agua destilada autoclavada 100 mL

Solucéo filltrada em filtro de seringa de 0,22 pm e armazenada a 4°C.

Solugéo de histidina 0,4 % (100 X H)
Histidina 400 mg
Agua destilada autoclavada 100 mL

Solucéo filltrada em filtro de seringa de 0,22 um e armazenada a 4°C.

Solucéo de dextrose 20 % (10 X D)
D-glicose 200 g
Agua destilada 1L

Solucéo foi autoclavada.

Solugéao de metanol 5 % (10 X M)
Metanol 99 % 5 mL
Agua destilada autoclavada 95 mL

Solucéo filltrada em filtro de seringa de 0,22 um e armazenada a 4°C.

Solucéo de glicerol 10 % (10 X GY)
Glicerol 100 mL
Agua destilada 900 mL

Solucéo foi autoclavada.

Solucéo tampéo fosfato de potassio 1 M, pH 6
Fosfato de potassio dibasico (K2HPO4) 1 M 132 mL
Fostato de potassio monobasico (KH2PO4) 1 M 868 mL

Solucéo foi autoclavada.

Meio de cultivo minimo contendo glicerol para K. phaffii (MGY)
Agua destilada autoclavada 400 mL
Base de nitrogénio para leveduras 10 X 50 mL
Biotina 500 X 1mL
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Glicerol 10 X 50 mL

¢ Meio de cultivo minimo contendo metanol para K. phaffii (MM)

Agua destilada autoclavada 400 mL
Base de nitrogénio para leveduras 10 X 50 mL
Biotina 500 X 1mL
Metanol 10 X 50 mL

e Meio de cultivo minimo tamponado para K. phaffii

Agua destilada autoclavada 700 mL
Solucédo tampéo fosfato de potassio 1 M, pH 6 100 mL
Base de nitrogénio para leveduras 10 X 100 mL
Biotina 500 X 2mL

Para preparo do meio de cultivo minimo tamponado contendo glicerol (BMG),
50 mL de glicerol 10 X foi homogeneizado a 451 mL desta mistura. Para preparo
do meio de cultivo minimo tamponado contendo metanol (BMM), 50 mL de metanol
10 X foi homogeneizado a 451 mL desta mistura.

e Meio de cultivo complexo tamponado para K. phaffii

Extrato de levedura 109
Peptona 209
Agua destilada autoclavada 700 mL
Solucao tampao fosfato de potassio 1 M, pH 6 100 mL
Base de nitrogénio para leveduras 10 X 100 mL
Biotina 500 X 2mL

Para preparo do meio de cultivo complexo tamponado contendo glicerol
(BMGY), 50 mL de glicerol 10 X foi homogeneizado a 451 mL desta mistura. Para
preparo do meio de cultivo minimo tamponado contendo metanol (BMMY), 50 mL de

metanol 10 X foi homogeneizado a 451 mL desta mistura.

e Solucao de cloreto férrico/TCA/HCI
Solugéo A: Solugéo de cloreto férrico
Cloreto férrico 109

Agua ultrapurificada g.s.p. 100 mL



Solucéo B: Solucao de HCI/TCA
Acido cloridrico 37 %

Acido tricloroacético (TCA)
Agua ultrapurificada g.s.p.

Misturar solucbes A e B

Solucéo de hidroxilamina 1M
Solucédo A: Solucao estoque de cloridrato de hidroxilamina 2 M
Cloridrato de hidroxilamina
Agua destilada g.s.p.
Solucdo B: Solugéo estoque de hidroxido de sodio 2 M
NaOH
Agua destilada
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5,45 mL
20 mL
100 mL

27,89
200 mL

40 g
500 mL

Solugdo de hidroxilamina 1 M: Misturar a solugdo A com solucdo B (1:1)

ajustando o pHem 7.

Solucéo de L-asparagina 100 mM
L-asparagina (Sigma)

Agua destilada g.s.p.

Solucédo padrao de B-hidroxamato aspartico 5 mM
B-hidroxamato aspartico (Sigma)

Agua ultrapurificada g.s.p.

Solucéo Tris-HCI 50 mM pH 8,6
Tris base
Agua destilada g.s.p.
pH da solugéo foi ajustado em 8,6 com HCI 37 %.

Tampao de corrida
Tris base
Glicina
SDS

0,33 g
25 mL

7,40 mg
10 mL

6,06 g
1L

3,03 g
14,41 g
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Agua purificada q.s.p. 1L

e Gel de poliacrilamida 12 % separador

Agua ultrapurificada 3,34 mL
Tampéao Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 2,5mL
Acrilamida/bis-acrilamida 30 % 4 mL
SDS 10 % 100 pL
Tetrametiletilenodiamina (TEMED) 10 pL
Persulfato de sédio (APS) 10 % 50 pL

e Gel de poliacrilamida 5 % concentrador

Agua ultrapurificada 3,65 mL
Tampéo Tris-HCI 1 M pH 6,8 1,25 mL
Acrilamida/bis-acrilamida 30 % 1mL
SDS 10 % 60 pL
Temed 6 pL
APS 10 % 30 pL

e Solucgdao fixadora

Etanol 100 mL
Acido acético glacial 25 mL
Agua ultrapurificada g.s.p. 250 mL

e Solucédo sensibilizadora

Etanol 75 mL
Tiossulfato de sédio (5 % m/v) 10 mL
Acetato de sodio 179
Agua ultrapurificada q.s.p. 250 mL

Adicionar glutaraldeido (25 % m/v) antes do uso

e Solucgao de nitrato de prata (2,5 % m/v) 25 mL
Agua ultrapurificada g.s.p. 250 mL
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e Solucgéao reveladora
Carbonato de sodio 6,259
Agua ultrapurificada g.s.p. 250 mL

Adicionar formaldeido (37 % m/v) antes do uso

e Solucéo de parada
EDTA-Na2.2H20 3,659
Agua ultrapurificada g.s.p. 250 mL

2.2.ldentificacdo do gene da L-asparaginase de P. sizovae

2.2.1. Extragdo do DNA gendmico de P. sizovae

A extracdo do DNA genbmico do fungo filamentoso P. sizovae foi avaliada
frente a diferentes amostras e procedimentos (Tabela 33). Amostras de diferentes
massas de P. sizovae (0,1 ou 0,2 g) foram utilizadas na tentativa de extrair o DNA
gendmico: biomassa filtrada do meio de cultivo integra criopreservada (-80°C);
biomassa filtrada do meio de cultivo macerada em gral e pistilo pelo método de
extracdo por forca mecanica; e micélio crescido em placa de Petri contendo meio de
cultivo BDA mantido em estufa a 32°C por 5 ou 6 dias raspado cuidadosamente com
auxilio de um bisturi descartavel. Dois tipos de esferas foram testados frente a sua
efetividade em liberar o DNA flngico: esferas de vidro e esferas de zircénia
preenchidas até a marcacao de 0,2 mL em tubo de centrifuga de 2 mL para onde as
amostras foram transferidas. Dois equipamentos que promovem a agitacdo das
esferas junto as amostras de fungo foram testados: vortex, por periodo de agitacao
de 5 minutos e FastPrep FP120 (Savant Instruments, Holbrook, Nova lorque - EUA),
um instrumento de rompimento de amostras projetado para homogeneizar, moer ou
lisar amostras biolégicas de maneira rapida e eficiente, em velocidade 6.0, por 4 ciclos
de 30 segundos em pulso com intervalos entre os pulsos a fim de evitar o

superaquecimento e consequente degradacao da amostra.
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Tabela 33 - Métodos testados para a extracdo do DNA gendmico do fungo filamentoso P. sizovae

Método Amostra Esfera Equipamento

1 0,1 g da biomassa integra vidro vortex

2 0,1 g da biomassa macerada - -

3 0,1 g do micélio crescido em placa BDA  vidro vortex

4 0,2 g da biomassa integra zirconia FastPrep

5 0,2 g da biomassa integra zirconia vortex

6 0,2 g da biomassa integra vidro FastPrep

7 0,2 g da biomassa integra vidro vortex

8 0,2 g da biomassa macerada - -

9 micélio crescido em placa BDA Zirconia FastPrep

2.2.2. Purificacdo do DNA gendmico de P. sizovae

O DNA das amostras foi isolado utilizando o kit Plant/Fungi Isolation Kit (Norgen
BioTek Corporation, Thorold, ON — Canada). O lisado foi preparado através da adi¢éo
de uma aliquota de 500 uL da solucao tampao de lise L (Lysis Buffer L) a amostra e
incubado a 65°C por 10 minutos com agitacdo temporaria pela inversdo dos tubos.
Apos o periodo de incubacéo, uma aliquota de 100 pL da solucdo tampéo de ligacéo
| (Binding Buffer I) foi adicionada & amostra, homogeneizada em vértex e incubada
em banho de gelo por 5 minutos. Apds o periodo de incubacdo, a amostra foi
centrifugada por 2 minutos a 14.000 x g. O lisado foi transferido para coluna de
filtracdo (Filter Column) acoplada ao tubo coletor (collection tube) e centrifugado por
2 minutos a 14.000 x g. O sobrenadante obtido no tubo coletor foi transferido para um
novo tubo de centrifuga de 1,5 mL previamente autoclavado. Etanol 70 % foi
adicionado em mesmo volume de amostra coletada e a mistura foi homogeneizada
em vortex.

O lisado clarificado foi totalmente transferido para uma coluna de rotagéo (spin
column) previamente acoplada a um tubo coletor e centrifugado por 1 minuto a 10.000
x g. O filtrado foi descartado e a coluna de rotacéo foi reacoplada ao tubo coletor.

A coluna foi lavada através da adi¢cdo de uma aliquota de 500 pL da solucéo
WN, previamente homogeneizada com 24 mL de etanol absoluto, e centrifugada por
1 minuto. O filtrado foi descartado e a coluna de rotacao foi reacoplada ao tubo coletor.

Uma aliquota de 500 pL da solucdo de lavagem A, previamente homogeneizada com
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90 mL de etanol absoluto, foi adicionada a coluna e centrifugada por 1 minuto. O
filtrado foi descartado e a coluna de rotacéo foi reacoplada ao tubo coletor. Uma
aliquota adicional de 500 pL da solucdo de lavagem A foi adicionada a coluna e
centrifugada novamente por 1 minuto. O filtrado foi descartado e a coluna de rotagéo
foi reacoplada ao tubo coletor. A coluna foi centrifugada por 2 minutos a 14,000 x g a
fim de secar totalmente a resina. O tubo coletor foi descartado.

A eluicdo do DNA foi preparada posicionando a coluna de rotacdo em um novo
tubo de eluicdo de 1,7 mL. Uma aliquota de 100 pL da solucdo tampéo B (Elution
Buffer B) foi adicionada a coluna e incubada por 1 minuto a temperatura ambiente.
Apos o periodo de incubacao, a coluna foi centrifugada por 1 minuto a 10,000 x g.

O DNA gendmico de P. sizovae purificado foi quantificado em equipamento
Nanodrop em triplicata para avaliar a concentragao e pureza do DNA, sendo esta
verificada pelas rela¢des 260/280 e 260/230, nas amostras com aliquota de 1 pL.

O DNA gendmico de P. sizovae foi diluido em 10, 100 e 300 vezes com agua
livre de nuclease e duas reagdes de PCR com os primers ITS1 e ITS4 foram realizadas
com temperaturas de anelamento de 55°C e 50°C. A pureza das amostras foi
verificada em gel de agarose 1,2 %. As amostras de gDNA foram armazenadas a -
20°C.

2.2.3. Construcao de primers degenerados

Uma busca na base de dados GenBank para sequéncias genéticas de L-
asparaginase de espécies fungicas do género Penicillium foi realizada, na qual foi
encontrado o genoma completo de trés estirpes fungicas - Penicillium citrinum
DSM1997, Penicillium citrinum JCM22607 e Penicillium steckii MLKD01000003 —
genealdgicamente proximas a espeécie P. sizovae por se tratarem de espécies da
sessdo Citrina segundo a filogenia do género Penicillium (HOUBRAKEN; SAMSON,
2011). O genoma completo destas estirpes foi comparado através do software
ClustalX 2.1 com sequéncias do gene da L-asparaginase tipo Il ja identificadas em
outras espécies fungicas e descritas na base de dados GenBank.

O pareamento das sequéncias de L-asparaginase identificadas revelou a
presenca bases nitrogenadas ndo-homologas entre as espécies fungicas P. citrinum
e P. steckii. Por este motivo, primers degenerados que compreendem diferentes

trechos do gene da L-asparaginase — sequéncia anterior ao inicio do gene da L-
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asparaginase, regides flanqueadoras, introns e sequéncia posterior ao gene da L-
asparaginase - foram desenhados e sintetizados (Eurofins Genomics UK Limited,
Wolverhampton, Reino Unido) sendo 7 primers forward (F) e 6 primers reverse (R) e
dois primers de identificacdo da espécie fungica (ITS1 e ITS4) (Tabela 34).
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Tabela 34 - Primers degenerados desenhados e sintetizados para a identificacdo do gene da L-asparaginase de P. sizovae

(continua)
Primer Sequéncia (5" - 3’) Tamanho %GC  Temperatura Score Observacgdes
(pb) anelamento  maximo de
(°C) anelamento
F1.1 CTACCCAATYCCYTCCAAC 19 52.6% 56.7 4 5" CTACCCAATYCCYTCCAAC
\ [ I
3" CAACCTYCCYTAACCCATC
F1.2 AACAARGCGGAACCAACG 18 52.8% 54.8 6 5! AACAARGCGGAACCAACG
I I
3! GCAACCAAGGCGRAACAA
F1.3 AACCAACGCTKCRCGATG 18 55.6% 56.0 6 5' AACCAACGCTKCRCGATG
[T 1 [
3" GTAGCRCKTCGCAACCAA
F2 GACARTCGRTACGATAAGC 19 47.4% 54.5 8 5! GACARTCGRTACGATAAGC
| 1] 1] |
3! CGAATAGCATRGCTRACAG
F3 AATCATATTGCSGAYGAAGG 20 42.5% 54.2 8 5! AATCATATTGCSGAYGAAGG
[
3! GGAAGYAGSCGTTATACTAA
F-ASP1 CTAGGCATTTGTRTTTARAGC 21 38.1% 54.0 10 5 CTAGGCATTTGTRTTTARAGC
L1
3! CGARATTTRTGTTTACGGATC
F-ASP2 TGAGGGTTCAAGTATCCAC 19 47.4% 54.5 10 5' TGAGGGTTCAAGTATCCAC
: [EEEE :
3! CACCTATGAACTTGGGAGT
F-ASP3 AGGAATCCCATTTCCATTGC 20 45% 55.3 10 5' AGGAATCCCATTTCCATTGC
L1 L1
3! CGTTACCTTTACCCTAAGGA
F-ASP4 GGATGCGATGCGATCATTC 19 52.6% 56.7 11 5 GGATGCGATGCGATCATTC
[l [l
3! CTTACTAGCGTAGCGTAGG
F-ASP5 GAKGTGATATCTTCACTTCC 20 42.5% 52.4 14 5' GAKGTGATATCTTCACTTCC
[ R R
3" CCTTCACTTCTATAGTGKAG
F-ASP6 CGTYGAGCTTGAATCTGAG 19 50% 55.6 12 5' CGTYGAGCTTGAATCTGAG
Foslhlle |
3! GAGTCTAAGTTCGAGYTGC
F-ASP7 GGAAGGGTATGATTCATCTG 20 45% 55.3 9 5! GGAAGGGTATGATTCATCTG

FLEEE T
GTCTACTTAGTATGGGAAGG
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Tabela 33 - Primers degenerados desenhados e sintetizados para a identificacdo do gene da L-asparaginase de P. sizovae

(continuacao)

Primer Sequéncia (5’ - 3’) Tamanho %GC  Temperatura Score Observacgdes
(pb) anelamento  maximo de
(°C) anelamento
E-ASPS8 CAACCCATTCGCATTGGTG 19 52.6% 56.7 14 5 CAACCCATTCGCATTGGTG
(NEEEEAN
3" GTGGTTACGCTTACCCAAC
R-ASP1 GACTATTGCTRGCRAAGTC 19 47.4% 54.5 10 5" GACTATTGCTRGCRAAGTC
NN RN
3! CTGAARCGRTCGTTATCAG
R-ASP2.1 TGCYAGTGGATACTTGAACC 20 47.5% 56.3 8 5' TGCYAGTGGATACTTGAACC
[ R I O B
3" CCAAGTTCATAGGTGAYCGT
R-ASP2.2 CCACTCATATTGCYAGTGG 19 50% 55.6 13 5 CCACTCATATTGCYAGTGG
R A
3! GGTGAYCGTTATACTCACC
R-ASP3 TKCCMTTGTCAGACGTCG 18 55.6% 56 16 5 TKCCMTTGTCAGACGTCG
P
3! GCTGCAGACTGTTMCCKT
R-ASP4 TTCCTAGGAGAGATGATCTC 20 45% 55.3 22 5! TTCCTAGGAGAGATGATCTC
e
3! CTCTAGTAGAGAGGATCCTT
R-ASP5 GAYACTTTGGAGGAAACTGC 20 47.6% 56.3 14 5' GAYACTTTGGAGGAAACTGC
[Jeeoe]]|
3! CGTCAAAGGAGGTTTCAYAG
R-ASP6 CAGGCTCAGATTCAAGCTC 19 52.6% 56.7 10 5" CAGGCTCAGATTCAAGCTC
[
3" CTCGAACTTAGACTCGGAC
R-ASP7 CACCAATGCGAATGGGTTG 19 52.6% 56.7 8 5! CACCAATGCGAATGGGTTG
AN N N N
3! GTTGGGTAAGCGTAACCAC
R-ASP8 ATGGTGYCAATWAARAGCTTCC 22 40.9% 56.5 10 5' ATGGTGYCAATWAARAGCTTCC
RN
3" CCTTCGARAAWTAACYGTGGTA
R1 TTAAGAATGGCATAAATCGTTG 22 31.8% 52.8 9 5! TTAAGAATGGCATAAATCGTTG
[lele 11 sl
3! GTTGCTAAATACGGTAAGAATT
R2 GAAGYAGTACGATAAGATCAC 21 40.5% 54.9 10 5' GAAGYAGTACGATAAGATCAC

FE
CACTAGAATAGCATGAYGAAG
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Tabela 33 - Primers degenerados desenhados e sintetizados para a identificacdo do gene da L-asparaginase de P. sizovae

Primer Sequéncia (5’ - 3’) Tamanho %GC  Temperatura Score Observagdes
(pb) anelamento  maximo de
(°C) anelamento
R3.1 ATTCCACGTAATAGRCAWACC 21 40.5% 54.9 10 5t ATTCCACGTAATAGRCAWACC
\ [ |
3" CCAWACRGATAATGCACCTTA
R3.2 CTAGWAGATTCACAATTCCAC 21 38.1% 54.0 10 5! CTAGWAGATTCACAATTCCAC
[
3! CACCTTAACACTTAGAWGATC
M R W S Y K \ H D B N
AC AG AT GC CT GT AGC ACT AGT GCT AGCT

(concluséo)



188

Pares de primers forward e reverse foram testados em reacédo de polimerase
em cadeia (PCR) para a amplificacdo de diferentes regides onde o gene da L-

asparaginase se encontra no genoma do fungo P. sizovae (Tabela 35).

Tabela 35 - Pares de primers testados para a identificacdo do gene da L-asparaginase de P. sizovae
Primers Amplicon

Forward Reverse (pb)

F1.2 RASP2.1 560
F2 R2 1709
FASP3 R2 863
FASP2 RASP6 939

Inicialmente as reacdes foram realizadas utilizando o kit de PCR do fabricante
New England Labs para testar a amplificacdo das regifes e posteriormente foram
confirmadas utilizando o kit de PCR do fabricante ThermoFisher com uma enzima de

alta fidelidade para uma reacao de volume final de 50 uL (Tabela 36).

Tabela 36 - Preparo da reacdo de PCR segundo diferentes fabricantes para a amplificacdo do gene da
L-asparaginase de P. sizovae

New England Thermo

Reagentes .
Labs Fisher
Agua livre de nuclease 38,75 pL 18 pL
Tampéao Tag standard 1X (5 ul) -
2X Phusion Green Hot Start Il High Fidelity Master
. - 1X (25 pL)
Mix
dNTPs 200pM (L pL) -
Primer forward (10 uM) 0,2 UM (1 pL) 0,5 UM (2 pL)
Primer reverse (10 puM) 0,2 uM (1 pL) 0,5 uM (2 L)
DNA 3 pL 3 uL
Taq polimerase 1,25U (0,25 pL) -

(-): ndo utilizado.

As temperaturas e tempos de cada etapa da PCR foram respeitadas conforme
recomendado por cada fabricante, mantendo apenas a temperatura de anelamento

dos primers e tempo de extensdo em ambos os experimentos (Tabela 37).
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Tabela 37 - Método da PCR segundo diferentes fabricantes para a amplificacdo do gene da L-
asparaginase de P. sizovae

New England Labs ThermoFisher
Etapa PCR Temperatura Tempo Temperatura Tempo

(°C) (min) (°C) (min)
Desnaturagéo
inicial 95 05:00 98 00:30
Desnaturacéao 95 00:30 98 00:10
Anelamento 52 00:30 52 00:30
Extenséo 68 02:00 72 01:10
Entensao final 68 05:00 72 10:00

Apébs confirmacédo da amplificacdo dos primers testados, os produtos de PCR
foram purificados utilizando o kit GeneJet PCR Purification Kit (Thermo Scientific). A
solucéo tampao de ligacao foi misturada a cada produto de PCR obtido na proporcao
1:1. O volume total de cada amostra foi transferido para a coluna de purificacéo
GenelJet e estas foram centrifugadas a 12.000 x g por 1 minuto a temperatura
ambiente. Os filtrados foram descartados e 700 pL do tampé&o de lavagem foi
adicionado as colunas. Estas foram centrifugadas novamente sob as mesmas
condicBes. Os filtrados foram descartados e as colunas foram centrifugadas por um
minuto adicional nas mesmas condi¢des. As colunas foram transferidas para novos
tubos de centrifuga de 1,5 mL e 50 pL do tampéo de eluicdo foram adicionados. As
colunas foram centrifugadas por um minuto nas mesmas condices. Apos eluicdo das
amostras, estas foram armazenadas a -20°C e as colunas foram descartadas.

As amostras foram visualizadas em gel de agarose 1,2 % utilizando 5 pL de
cada amostra e 2 puL de tampao de amostra. Para o sequenciamento das regides
amplificadas do genoma do fungo P. sizovae que compreendem o gene da L-
asparaginase, 2 uL de cada primer utilizado (forward ou reverse) foram adicionados a
15 pL dos seus respectivos produtos de PCR purificados. Estes foram enviados para
sequenciamento por servico da empresa Eurofins Genomics através do kit Mix2Seq.

O sequenciamento de cada trecho dos produtos de PCR amplificados e
purificados foram alinhadas por homologia as sequéncias da L-asparaginase
identificadas segundo o genoma completo dos fungos Penicillium citrinum e

Penicillium steckii pelo software ClustalX 2.1.
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2.3.Traducdao proteica da L-asparaginase de P. sizovae

As sequéncias de nucleotideos dos genes nativo e parcial da L-asparaginase
de P. sizovae foi traduzida em sua respectiva sequéncia de aminoacidos através da
ferramenta online ExPASy Bioinformatics Resource Portal. O ponto isoelétrico (pl) e a
massa molecular da L-asparaginase de P. sizovae foram computados através da
insercdo das respectivas sequéncias proteicas na ferramenta “Compute pl/Mw tool”

da plataforma online Swiss-Model ExXPASy.

2.4.Clonagem do gene da L-asparaginase de P. sizovae

O processo experimental geral para a clonagem do gene da L-asparaginase de
P. sizovae em Komagataella phaffii foi realizado de acordo com o EasySelect™ Pichia
Expression Kit (Invitrogen) para expresséao de proteinas recombinantes usando pPICZ
e pPICZa em Pichia pastoris e as etapas estdo delineadas na Figura 21. O kit de
expressdo Invitrogen usa K. phaffii X-33 (AW, 2012; MATTANOVICH, 2021;
STURMBERGER; CHAPPELL; GEIER; KRAINER et al., 2016).

Figura 21 - Diagrama das etapas da expressao heterdloga da L-asparaginase de P. sizovae em K.
phaffii

Clonagem do gene da L-asparaginase em pPICZaA

Transformacé&o quimica das células de E. coli TOP10

Extracdo dos plasmideos a partir das células de E. coli transformadas

Linearizagdo dos plasmideos com enzima de restricdo Sacl

Transformacao quimica das células de K. phaffi X-33

Plaqueamento dos transformados em meio de cultivo contendo antibi6tico
selecionado

Avaliacdo do fenotipo dos transformados em meio solido

Expresséo da L-asparaginase em K. phaffii X-33

Confirmacao do fenétipo dos transformados por PCR
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Apoés a identificacdo do gene da L-asparaginase do fungo P. sizovae, foi
encomendada, por servico da Invitrogen, a construcéo do vetor pPICZaA contendo o
gene nativo da L-asparaginase de P. sizovae — nomeado NATIVE L-ASP pPICZoA -
sem os coédons de iniciacao e de terminacdo, sem os introns, com adi¢do das bases
‘TA’ antes do sitio de restricdo Xbal para tornar a sequéncia de proteina em frame
com a cauda de histidina quando usando o vetor de expressao pPICZaA (1.143
bases). Foi solicitada a adigdo dos sitios de restricdo EcoRI na terminacédo 5’ e Xbal
na terminagéo 3’ (Figura 22).
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Figura 22 - Sequéncia da construgédo do vetor pPICZaA (1.143 bases) contendo: mRNA 5AOX1 (azul
claro); sitio de ligagao 5’AOX1 (rosa); sequéncia do sinal fator a (amarelo); sitio de restricdo EcoRI
(cinza); o gene parcial da L-asparaginase de P. sizovae — nomeado NATIVE L-ASP pPICZoA - sem os
primeiros 20 codons (codon de iniciacdo e 19 coédons referentes a sinalizacdo de membrana) e de
terminagdo, sem os introns, com adi¢do das bases ‘TA’ para tornar a sequéncia de proteina em frame
com a cauda de histidina quando usando o vetor de expressao pPICZaA (verde); sitio de restricdo Xba
| (cinza); epitopo c-myc (roxo); cauda polihistidina (vermelho); sitio de ligagdo 3'AOX1 (azul escuro)
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2451
2521
2591
2661
2731
2801
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2941
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3081
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SRS T A GG caTCaAC OO ERE T GAGT T TGTAGCCTTAGACATGACT
epitopo c-myc cauda polihistidina

GTTCCTCAGTTCAAGTTGGGCACTTACGAGAAGACCGGTCTTGCTAGATTCTAATCAAGAGGATGTCAGA

sitio de ligacdo 3’A0X1

B GEEATIIGE C TGAGAGATGCAGGCTTCATTTTTGATACTTTTTTATTTGTAACCTATATAGTATAGGA

TTTTTTTTGTCATTTTGTTTCTTCTCGTACGAGCTTGCTCCTGATCAGCCTATCTCGCAGCTGATGAATA
TCTTGTGGTAGGGGTTTGGGAAAATCATTCGAGTTTGATGTTTTTCTTGGTATTTCCCACTCCTCTTCAG
AGTACAGAAGATTAAGTGAGACCTTCGTTTGTGCGGATCCCCCACACACCATAGCTTCAAAATGTTTCTA

CTCCTTTTTTACTCTTCCAGATTTTCTCGGACTCCGCGCATCGCCGTACCACTTCAAAACACCCAAGCAC
AGCATACTAAATTTTCCCTCTTTCTTCCTCTAGGGTGTCGTTAATTACCCGTACTAAAGGTTTGGAAAAG
AAAAAAGAGACCGCCTCGTTTCTTTTTCTTCGTCGAAAAAGGCAATAAAAATTTTTATCACGTTTCTTTT
TCTTGAAATTTTTTTTTTTAGTTTTTTTCTCTTTCAGTGACCTCCATTGATATTTAAGTTAATAAACGGT
CTTCAATTTCTCAAGTTTCAGTTTCATTTTTCTTGTTCTATTACAACTTTTTTTACTTCTTGTTCATTAG
AAAGAAAGCATAGCAATCTAATCTAAGGGGCGGTGTTGACAATTAATCATCGGCATAGTATATCGGCATA
GTATAATACGACAAGGTGAGGAACTAAACCATGGCCAAGTTGACCAGTGCCGTTCCGGTGCTCACCGCGC
GCGACGTCGCCGGAGCGGTCGAGTTCTGGACCGACCGGCTCGGGTTCTCCCGGGACTTCGTGGAGGACGA
CTTCGCCGGTGTGGTCCGGGACGACGTGACCCTGTTCATCAGCGCGGTCCAGGACCAGGTGGTGCCGGAC
AACACCCTGGCCTGGGTGTGGGTGCGCGGCCTGGACGAGCTGTACGCCGAGTGGTCGGAGGTCGTGTCCA
CGAACTTCCGGGACGCCTCCGGGCCGGCCATGACCGAGATCGGCGAGCAGCCGTGGGGGCGGGAGTTCGC
CCTGCGCGACCCGGCCGGCAACTGCGTGCACTTCGTGGCCGAGGAGCAGGACTGACACGTCCGACGGLGG
CCCACGGGTCCCAGGCCTCGGAGATCCGTCCCCCTTTTCCTTTGTCGATATCATGTAATTAGTTATGTCA
CGCTTACATTCACGCCCTCCCCCCACATCCGCTCTAACCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAACCTGAAGTCT
AGGTCCCTATTTATTTTTTTATAGTTATGTTAGTATTAAGAACGTTATTTATATTTCAAATTTTTCTTTT
TTTTCTGTACAGACGCGTGTACGCATGTAACATTATACTGAAAACCTTGCTTGAGAAGGTTTTGGGACGC
TCGAAGGCTTTAATTTGCAAGCTGGAGACCAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTA
AAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTC
AAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTG
CGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGC
TTTCTCAATGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCA
CGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGA
CACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTA
CAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCT
GAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGT
GGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTT
CTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATC
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O vetor pPICZaA contém um fragmento de 942 pb contendo o promotor AOX1,

gue permite a expressao de alto nivel induzivel por metanol em K. phaffii e direciona

a integragéo do plasmideo ao locus AOX1. O sinal de secrec¢do do fator a nativo de

Saccharomyces cerevisiae permite a secrecdo eficiente da maioria das proteinas de

K. phaffii. O sitio de clonagem mdltipla com sitios de restricdo permite a inser¢cao do
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gene no vetor de expressao. A cauda do epitopo myc do terminal C (Glu-GIn-Lys-Leu-
lle-Ser-Glu-Glu-Asp-Leu-Asn) permite a deteccéo da proteina de fusédo pelo anticorpo
Anti-myc ou anticorpo Anti-myc-HRP. A cauda de poli-histidina C-terminal permite a
purificacdo da proteina de fusdo recombinante em resina quelante de metal. A
terminacédo da transcricdo AOX1 (TT) é o sinal de terminacao da transcricdo nativa e
de poliadenilacéo do gene AOX1 (~260 pb) que permite o processamento eficiente de
MRNA de 3’, incluindo poliadenilagdo, para maior estabilidade do mRNA. Promotor do
gene fator de alongamento da transcricdo 1 (TEF1) de Saccharomyces cerevisiae
impulsiona a expressdo do gene Shle em K. phaffii, conferindo resisténcia a
Zeocina™. O promotor procaridtico sintético constitutivo (EM7) impulsiona a
expressao do gene Shle em E. coli, conferindo resisténcia a Zeocina™. O gene ble de
Streptoalloteichus hindustanus é o gene de resisténcia a Zeocina™. A extremidade 3'
do gene CYC1 de Saccharomyces cerevisiae permite processamento eficiente de
MRNA 3' do gene Shle para maior estabilidade. A origem pUC permite a replicacéo e

manutencao do plasmideo em E. coli (Figura 23).

Figura 23 - Mapa do plasmideo pPICZaA construido contendo a sequéncia de L-asparaginase nativa
de P. sizovae
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Adicionalmente, foi solicitada a construgao do vetor pPICZaA contendo o gene
parcial da L-asparaginase de P. sizovae — nomeado PARTIAL L-ASP pPICZadA - sem
0s primeiros 20 codons (cédon de iniciacdo e 19 cdédons referentes a sinalizagdo de
membrana) e de terminacdo, sem os introns, com adi¢gdo das bases ‘TA’ antes do sitio
de restricdo Xbal para tornar a sequéncia de proteina em frame com a cauda de
histidina quando usando o vetor de expressao pPICZaA (1,086 bases). Foi solicitada
a adicao dos sitios de restricdo EcoRI na terminagao 5’ e Xbal na terminagao 3’ (Figura
24, Figura 25).
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Figura 24 - Sequéncia da construgédo do vetor pPICZaA (1.086 bases) contendo: mRNA 5AOX1 (azul
claro); sitio de ligacao 5’AOX1 (rosa); sequéncia do sinal fator a (amarelo); sitio de restrigao EcoRI
(cinza); o gene parcial da L-asparaginase de P. sizovae — nomeado PARTIAL L-ASP pPICZaA - sem
os primeiros 20 cédons (codon de iniciacdo e 19 cddons referentes a sinalizagdo de membrana) e de
terminagdo, sem os introns, com adi¢do das bases ‘TA’ para tornar a sequéncia de proteina em frame
com a cauda de histidina quando usando o vetor de expressao pPICZaA (verde); sitio de restrigdo Xba
| (cinza); epitopo c-myc (roxo); cauda polihistidina (vermelho); sitio de ligagdo 3'AOX1 (azul escuro)
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CTTAGACATGACTGTTCCTCAGTTCAAGTTGGGCACTTACGAGAAGACCGGTCTTGCTAGATTCTAATCA

AGAGGATGTCAGARTGEOATIIGE C TGAGAGATGCAGGCTTCATTTTTGATACTTTTTTATTTGTAACCT

sitio de ligacdo 3’AO0X1
ATATAGTATAGGATTTTTTTTGTCATTTTGTTTCTTCTCGTACGAGCTTGCTCCTGATCAGCCTATCTCG

CAGCTGATGAATATCTTGTGGTAGGGGTTTGGGAAAATCATTCGAGTTTGATGTTTTTCTTGGTATTTCC
CACTCCTCTTCAGAGTACAGAAGATTAAGTGAGACCTTCGTTTGTGCGGATCCCCCACACACCATAGCTT
CAAAATGTTTCTACTCCTTTTTTACTCTTCCAGATTTTCTCGGACTCCGCGCATCGCCGTACCACTTCAA
AACACCCAAGCACAGCATACTAAATTTTCCCTCTTTCTTCCTCTAGGGTGTCGTTAATTACCCGTACTAA
AGGTTTGGAAAAGAAAAAAGAGACCGCCTCGTTTCTTTTTCTTCGTCGAAAAAGGCAATAAAAATTTTTA
TCACGTTTCTTTTTCTTGAAATTTTTTTTTTTAGTTTTTTTCTCTTTCAGTGACCTCCATTGATATTTAA
GTTAATAAACGGTCTTCAATTTCTCAAGTTTCAGTTTCATTTTTCTTGTTCTATTACAACTTTTTTTACT
TCTTGTTCATTAGAAAGAAAGCATAGCAATCTAATCTAAGGGGCGGTGTTGACAATTAATCATCGGCATA
GTATATCGGCATAGTATAATACGACAAGGTGAGGAACTAAACCATGGCCAAGTTGACCAGTGCCGTTCCG
GTGCTCACCGCGCGCGACGTCGCCGGAGCGGTCGAGTTCTGGACCGACCGGCTCGGGTTCTCCCGGGACT
TCGTGGAGGACGACTTCGCCGGTGTGGTCCGGGACGACGTGACCCTGTTCATCAGCGCGGTCCAGGACCA
GGTGGTGCCGGACAACACCCTGGCCTGGGTGTGGGTGCGCGGCCTGGACGAGCTGTACGCCGAGTGGTCG
GAGGTCGTGTCCACGAACTTCCGGGACGCCTCCGGGCCGGCCATGACCGAGATCGGCGAGCAGCCGTGGG
GGCGGGAGTTCGCCCTGCGCGACCCGGCCGGCAACTGCGTGCACTTCGTGGCCGAGGAGCAGGACTGACA
CGTCCGACGGCGGCCCACGGGTCCCAGGCCTCGGAGATCCGTCCCCCTTTTCCTTTGTCGATATCATGTA
ATTAGTTATGTCACGCTTACATTCACGCCCTCCCCCCACATCCGCTCTAACCGAAAAGGAAGGAGTTAGA
CAACCTGAAGTCTAGGTCCCTATTTATTTTTTTATAGTTATGTTAGTATTAAGAACGTTATTTATATTTC
AAATTTTTCTTTTTTTTCTGTACAGACGCGTGTACGCATGTAACATTATACTGAAAACCTTGCTTGAGAA
GGTTTTGGGACGCTCGAAGGCTTTAATTTGCAAGCTGGAGACCAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAG
GCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACA
AAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGG
AAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCG
GGAAGCGTGGCGCTTTCTCAATGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGC
TGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTC
CAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTAT
GTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTA
TCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCAC
CGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGAT
CCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGA
GATC
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Figura 25 - Mapa do plasmideo pPICZaA construido contendo a sequéncia de L-asparaginase parcial
de P. sizovae
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2.4.1. Transformacé&o das células de E. coli TOP10

As células de E. coli TOP10 guimicamente competentes foram transformadas
segundo o manual do fabricante One Shot TOP10 (Invitrogen, California - EUA). Trés
microtubos contendo as células E. coli TOP10 quimicamente competentes foram
descongeladas em banho de gelo. Os plasmideos NATIVE L-ASP pPICZaA (5 ug) e
PARTIAL L-ASP pPICZoA (5 ug) foram solubilizados em agua livre de nuclease (5
uL), obtendo concentracédo final de 1 pg/puL. A partir desta solugéo, foi feita uma
diluicdo 1:1000 obtendo a concentracao final de 1 ng/pL. A partir desta solugéo, 1 ng
de cada plasmideo (1 pL) foi adicionado em um microtubo contendo as células de E.
coli quimicamente competentes. Para o controle pUC19, 10 pg do DNA foi adicionado
em um microtubo contendo as células de E. coli quimicamente competentes. Os
microtubos foram levemente agitados para homogeneizar a mistura e posteriormente
incubados em gelo por 30 minutos. As células foram incubadas em banho-maria a
42°C por 30 segundos e em seguida incubadas em gelo por 2 minutos. 250 pL de
meio de cultivo S.O.C. foi adicionado em cada microtubo e estes foram incubados a

37°C por uma hora a 225 rpm. Aliguotas de 20 e 200 pL da transformacéo dos
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plasmideos NATIVE L-ASP pPICZaA e PARTIAL L-ASP pPICZaA foram adicionadas
em placas de Petri contendo agar Luria-Bertani (LB) com baixa concentracdo de sal
suplementado com Zeocina (25 pg/mL), previamente aquecidos a 37°C. Para o
controle pUC19, o mix de transformacéo foi diluido 1:10 em meio de cultivo LB e
aliquotas de 25 e 100 pL foram adicionadas em placas de Petri contendo agar LB
suplementado com ampicilina (100 pg/mL), previamente aquecidos a 37°C. As placas
foram invertidas e incubadas a 37°C overnight.

Cinco unidades formadoras de colbnias (UFCs) das placas de Petri incubadas
com 20 pL de células contendo os plasmideos NATIVE L-ASP pPICZaA (N1, N2, Ns,
N4 e Ns) e PARTIAL L-ASP pPICZoA (Pi, P2, P3, P4 e Ps) foram selecionadas e
inoculadas, separadamente, em tubos de centrifuga de 50 mL contendo 5 mL de meio
de cultivo LB com baixa concentragéo de sal suplementado com Zeocina (25 pg/mL).
As células foram incubadas a 37°C overnight a 212 rpm.

Duas dentre as cinco UFCs de NATIVE L-ASP pPICZaA (N1 e Ns) e PARTIAL
L-ASP pPICZoA (P1 e Ps) foram selecionadas para a realizacdo dos préximos
experimentos apdés atingirem densidade éptica a 600 nm (ODsoo) de aproximadamente
1,9. Estoques de 850 uL das células cultivadas foram homogeneizadas com 150 uL
de glicerol em criotubos e congelados em freezer a -80°C.

Uma reacao de PCR dos plasmideos extraidos utilizando os primers 5’A0X1 e
3'’AOX1 foi realizada para confirmar a presenca do DNA nos plasmideos. A reacdo de
PCR foi realizada segundo o manual do fabricante para Phusion Green Hot Start I
High Fidelity PCR Master Mix (Thermo Scientific) e os produtos de PCR foram
purificados utilizando o kit GeneJet PCR Purification Kit (Thermo Scientific) conforme
descrito anteriormente. Os produtos de PCR purificados foram quantificados em
Nanodrop, diluidos a uma concentracdo final de 10 ng/uL e enviados para
sequenciamento. Um gel de agarose 1,2 % foi preparado para confirmar a presenca
dos pDNAs extraidos das células de E. coli transformadas e dos produtos de PCR
purificados da reacdo dos plasmideos extraidos utilizando os primers 5’A0X1 e
3’AOX1.
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2.4.2. Extracao dos plasmideos a partir das células de E. coli transformadas

A extragdo dos plasmideos NATIVE L-ASP pPICZoA e PARTIAL L-ASP
pPICZaA a partir das células transformadas de E. coli TOP10 foi realizada segundo o
manual do fabricante Qiagen Plasmid Maxi Kit (Qiagen Strasse, Alemanha).

O cultivo bacteriano de E. coli contendo cada um dos plasmideos foi realizado
crescendo os transformados em placas de Petri contendo meio de cultivo LB com
baixa concentracdo de sal suplementado com Zeocina (25 pg/mL) por
aproximadamente 20 horas de incubacéo a 37°C.

Uma UFC de E. coli contendo cada um dos plasmideos (N1 e P1) foi inoculada
em tubo de centrifuga de 50 mL contendo 5 mL de meio de cultivo LB com baixa
concentracéo de sal suplementado com Zeocina (25 pg/mL) e incubado a 37°C por
aproximadamente 8 horas em agitacao constante a 300 rpm. O cultivo inicial foi diluido
1:1.000 (500 pL) em frascos Erlenmeyer de 1 L contendo 500 mL de meio de cultivo
LB com baixa concentracao de sal suplementado com Zeocina (25 pg/mL) e incubado
a 37°C por aproximadamente 16 horas em agitacdo constante a 275 rpm.

Apos atingirem ODeoo de 1,825 e 1,844 para N1 e P1, respectivamente, cada um
dos cultivos bacterianos de E. coli foi dividido em dois frascos de centrifuga de fundo
chato de 250 mL, cada, e estes foram centrifugados a 6.000 x g em ultracentrifuga
(Sorvall RC-6 Plus, Osterode - Alemanha) por 15 minutos a 4°C e o sobrenadante
descartado. Cada pellet de células dividido em dois frascos de centrifuga foi
ressuspendido em 5 mL de solu¢cdo tampdo Pl e as celulas foram reunidas
novamente. Uma aliquota de 10 mL de solucédo tampao de lise P2 foi adicionada e
homogeneizada por inverséo do tubo 6 vezes e incubado em temperatura ambiente
por 5 minutos. Uma aliquota de 10 mL de solucao tampéao P3 pré-resfriada a 4°C foi
adicionada e homogeneizada por inversédo do tubo 6 vezes e incubado em gelo por
20 minutos. Os tubos foram centrifugados a 20.000 x g por 30 minutos a 4°C. Os
sobrenadantes foram transferidos para tubos de policarbonato e centrifugados a
20.000 x g por 15 minutos a 4°C. Os sobrenadantes contendo os pDNAs foram
aplicados as colunas Qiagen-tip pré-equilibradas com 10 mL de solucdo tampé&o QBT.
As colunas Qiagen-tip foram lavadas duas vezes com 30 mL de solugéo tampao QC.
Os pDNAs foram eluidos das colunas com 15 mL de solucéo tampéo QF em tubos de
centrifuga de 50 mL. Os pDNAs foram precipitados com 10,5 mL de isopropanol e

centrifugados a 3.745 x g por uma hora a 4°C. Os pDNAs foram lavados com etanol
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70 % e centrifugados novamente a 3.745 x g por uma hora a 4°C. Os pellets de pDNAs
foram secados a temperatura ambiente por 10 minutos e posteriormente a 37°C para
evaporacao de solvente residual. Os pDNAs NATIVE L-ASP pPICZoA e PARTIAL L-
ASP pPICZaA foram ressuspendidos em 50 pL e 100 pL de &gua livre de nuclease,
respectivamente, e quantificados em Nanodrop. Os pDNAs foram enviados para
sequenciamento para confirmar a sequéncia genética.

Suspensodes dos pDNAs NATIVE L-ASP pPICZaoA e PARTIAL L-ASP pPICZaA
foram preparadas na concentracao de trabalho de 1 pg/uL e congelados a -20°C.

2.4.3. Linearizacéo dos plasmideos

A linerizacdo dos plasmideos NATIVE L-ASP pPICZaA e PARTIAL L-ASP
pPICZaoA foi realizada com as enzimas de restricdo EcoRI (Thermo Scientific), Xbal
(Thermo Scientific), EcoRI/Xbal e Sacl (Invitrogen ThermoFisher Scientific) segundo
a Tabela 38.

Tabela 38 - Protocolo de digestdo dos pDNAs NATIVE L-ASP pPICZaA e PARTIAL L-ASP pPICZcA
com as enzimas de restricdo EcoRlI, Xbal, EcoRI/Xbal e Sacl

Reagente EcoRl Xbal EcoRI/Xbal Sacl Sacl
Agua livre de
uclease 16 pL 16 L 15 pL 16 pL 80 uL
2 uL 1X 2 puL 1X 2 uL 10 pL
Tampao 2 uL 1X EcoRI Tango Tango Anza Anza
10X 10X
pDNA (1 pg/uL) 1 puL 1uL 1L 1L 5uL
Enzima(s) 1L 1puL lpuLcada 1pL 5L
Volume total 20 pL 20 pL 20 pL 20 pL 100 pL

Para a reacao de digestdo com as enzimas EcoRI e Xbal, as misturas foram
incubadas a 37°C por 2 horas e posteriormente incubadas a 65°C por 20 minutos para
inativacdo das enzimas. Para a reacao de digestdo com a enzima Sacl, a mistura foi
incubada a 37°C por 15 minutos e posteriormente incubada a 80°C por 20 minutos
para inativacdo da enzima. Apos confirmacgéo da linearizacado dos pDNAs, o0 processo

de digestdo com Sacl foi escalonado em 5 vezes, para linearizar 5 pg de cada pDNA.
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Para a confirmacao da linearizacdo dos plasmideos, uma aliquota de 5 pL de
cada reacdo de digestao foi homogeneizada com 1 pL de 6X TriTrack DNA Loading
Dye (Thermo Fisher Scientific, Vilnius - Lithuania) e aplicada em gel de agarose 1 %
(0,5 g) contendo 5 pL do corante SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen, Carlsbad,
California — EUA) em TAE 1X (50 mL). A eletroforese foi conduzida a 100 V, 200 mA,

por 45 minutos.

2.4.4. Transformacgéo das células de K. phaffii

A transformacéo das células de K. phaffii foi realizada segundo o manual do
fabricante Pichia EasyComp Kit Transformation kit (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad - California). O kit Pichia EasyComp produz células de K. phaffii
guimicamente competentes.

A linhagem selvagem de K. phaffii X33 foi inoculada em uma placa de Petri
contendo agar extrato de levedura, peptona e dextrose (YPD) e incubada a 30°C por
2 dias. Uma UFC de K. phaffii X-33 foi inoculada em 10 mL de meio de cultivo YPD e
incubada a 30°C em agitacdo constante de 250 rpm por aproximadamente 16 horas.
As células foram diluidas a fim de obter ODeoo de 0,1 em 10 mL de YPD. As células
foram incubadas a 30°C em agitacdo constante de 250 rpm por aproximadamente 4
horas. As células foram centrifugadas a 500 x g por 5 minutos a 5°C. O sobrenadante
foi descartado e as células foram ressuspendidas em 10 mL da solugéo I. As células
foram novamente centrifugadas e o sobrenadante descartado. As células foram
ressuspendidas em 1 mL da solucéo | e aliquotas de 100 pL foram transferidas para
tubos de centrifuga de 1,5 mL. As células competentes foram congeladas a -80°C.

Os pDNAs NATIVE L-ASP pPICZaA e PARTIAL L-ASP pPICZaA linearizados
(100 pL) foram precipitados com 10 pL de acetato de sddio 3M e 250 pL de etanol
absoluto. A mistura foi homogeneizada e incubada a -80°C por uma hora. Os pDNAs
foram centrifugados a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado
e 0s pDNAs foram lavados com etanol 70 %. As amostras foram novamente
centrifugadas e mantidas em cabine de fluxo laminar para evaporagao do solvente
residual. Os pDNAs foram suspendidos em 5 pL de agua livre de nuclease (1 pg/uL).

A transformacéo das células de K. phaffii X-33 competentes foi realizada tanto
com as ceélulas descongeladas, previamente armazenadas em freezer -80°C, quanto

com células frescas, recém competentes. Aliquotas de 50 pL das células de K. phaffii
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X-33 foram transferidas para tubos de centrifuga de 1,5 mL. Os 5 uL de cada pDNA
linearizado e precipitado (NATIVE L-ASP pPICZoA e PARTIAL L-ASP pPICZaA) foi
homogeneizado as células. 1 mL da solucéo Il foi adicionada a mistura de células e
PDNA e a reacdo de transformacdo foi incubada por 1 hora a 30°C com
homogeneizacéo dos tubos a cada 15 minutos. As células receberam tratamento de
choque térmico em placa de aquecimento a 42°C por 10 minutos. As células contendo
cada um dos pDNAs foram divididas em dois tubos de 1,5 mL (525 pL cada) e 1 mL
de meio de cultivo YPD foi adicionado em cada tubo. As células foram incubadas a
30°C por 1 hora para permitir a expressao de resisténcia a Zeocina. As células foram
centrifugadas a 3.000 x g por 5 minutos a temperatura ambiente e o sobrenadante foi
descartado. O pellet de células foi ressuspendido em 500 uL da solucéo Il e as células
contendo o mesmo pDNA foram reunidas em um s6 microtubo. As células foram
novamente centrifugadas e o sobrenadante descartado. As células foram
ressuspendidas em 100 pL da solucao Il e toda a transformacéao foi transferida para
placas de Petri contendo YPDS suplementado com Zeocina. As placas foram
incubadas a 30°C por 3 a 10 dias.

2.5.Avaliacao do fenétipo dos transformados em meio sélido

ApGs crescimento das coldnias de K. phaffii X-33 transformadas resistentes a
Zeocina, 8 a 10 UFCs de cada um dos clones contendo os pDNAs NATIVE L-ASP
pPICZoA e PARTIAL L-ASP pPICZaA foram selecionados e transferidos para novas
placas de Petri contendo agar YPD para isolar os transformados resistentes a
Zeocina. As colbnias selecionadas também foram riscadas em placas de Petri
contendo 4gar MMH e MDH para a confirmagdo do fenotipo Mut* ou Muts. As
linhagens de K. phaffii GS115/HSA e GS115/pPICZ/lacZ foram utilizadas como
controle para diferenciacdo dos fenétipos Mut® e Mut*, respectivamente. As placas de

Petri foram incubadas a 30°C por 2 dias e registros fotograficos foram tomados.
2.6.Expresséo de L-asparaginase em K. phaffii X-33 recombinante
Os clones de K. phaffii X-33 contendo os pDNAs NATIVE L-ASP pPICZaA —

Ncl, Nc10, Nf5 e Nf7 - e PARTIAL L-ASP pPICZoA — Pc2, Pc3, Pf6 e Pf10 - foram

selecionados para a expressao da enzima em meio liquido.
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Uma triagem inicial foi conduzida para avaliar 3 meios de cultivo utilizados para
crescimento celular — MGY, BMGH, BMGY - seguidos de 3 meios de cultivo de
inducéo da expressao — MM, BMM e BMMY, respectivamente, frente a expressao de
L-asparaginase.

Os organismos em questao, crescido em placas de Petri contendo agar YPD,
foram inoculados em tubos de centrifuga de 50 mL contendo 10 mL de meio de cultivo
MGY, BMG, BMGY a 30°C e 275 rpm. Apos aproximadamente 40 horas de incubacgéo
nos meios de cultivo MGY (ODeoo ~ 5-6), BMG (ODsoo ~ 12-13) e BMGY (6<ODe00<15),
as culturas foram centrifugadas entre 1.500 a 3.000 x g por 5 minutos a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 25
mL de meio de cultivo MM, BMM e BMMY, respectivamente, em frascos Erlenmeyer
de 250 mL previamente autoclavados para inducdo da expressao. Metanol 100 % foi
adicionado a uma concentracao final de 0,5 % a cada 24 horas para manter a inducao.
Aliguotas de 1 mL do cultivo de expressao foram transferidas para tubos de centrifuga
de 1,5 mL apés 6, 24, 48 e 72 horas. As amostras foram centrifugadas a 13.000 x g
por 2 a 3 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para novos
tubos de 1,5 mL para avaliacao da expressao secretada da enzima no meio de cultivo
enguanto o pellet de células foi utilizado para avaliacdo da expresséao intracelular da
enzima. Os tubos contendo apenas as células de K. phaffii foram pesados para
quantificar a biomassa produzida ao longo do tempo. Ambos os tipos de amostra
foram armazenados a -80°C até a realizacdo dos ensaios. A atividade de L-
asparaginase foi quantificada nos meios intracelular (células) e extracelular (meio de
cultivo), enquanto a quantificacdo de proteinas totais e visualizacdo de proteinas

secretadas por SDS-PAGE foi avaliada apenas no meio extracelular.

2.6.1. Quantificagcéo da atividade de L-asparaginase nos clones

A atividade de L-asparaginase pode ser determinada pela quantificagdo do f3-
hidroxamato aspartico produzido pela reagéo de hidroxilamindlise efetuada também
pela enzima L-asparaginase na presenca de hidroxilamina. A quantificacdo de L-
asparaginase foi determinada nas células e no meio de cultivo pelo método do acido
L-aspartil-B-hidroxamico (AHA) descrito por Drainas et al. (1977) (DRAINAS;
KINGHORN; PATEMAN, 1977) com modificagGes, de acordo com a Tabela 39.
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Tabela 39 - Preparo do ensaio da quantificacao da atividade de L-asparaginase em células e no meio
de cultivo dos clones de K. phaffii X-33

' i Ensaio com Concentragao
Reagentes Ensaio com células . . .
meio de cultivo  final

Células obtidas em 80 pL de meio
Volume de amostra -

1 mL de cultivo de cultivo
Tampao tris-HCI 50 mM

750 pL 80 pL 37,5 mM
pH 8,6
L-asparagina 100 mM 100 pL 20 pL 10 mM
Hidroxilaminal M pH 7 100 pL 20 pL 100 mM
Solucéo de cloreto

o 250 pL 50 pL -

férrico/TCA/HCI
Volume final 1,250 mL 250 pL -

Apos 30 minutos de incubacgéo das amostras a 37°C em banho-maria, a solugéo
de cloreto férrico/TCA/HCI foi adicionada sobre as amostras e estas foram entdo
centrifugadas a 4°C por 5 minutos a 5.000 rpm. O sobrenadante (200 pL) foi
transferido para microplaca de 96 pocos e a absorbancia foi mensurada a 500 nm em
leitor de microplacas (Synergy HT, BioTek Instruments, Vermont - EUA). Os
resultados obtidos foram apresentados na forma de média aritmética da triplicata das

amostras com 0s respectivos desvios padrao.

2.6.2. Quantificacdo de proteinas totais no meio extracelular

A quantificacdo de proteinas totais nas amostras dos clones de K. phaffii X-33
contendo o gene da L-asparaginase PARTIAL L-ASP pPICZaA cultivados nos meios
de cultivo MM, BMM e BMMY foi avaliada pela formulacdo baseada em acido
bicinconinico (BCA) para a detec¢éo colorimétrica e quantificacdo da proteina total
utilizando o kit Pierce BCA (Thermo Scientific). Este método combina a reducéo de
Cu*? a Cu*! pela proteina em um meio alcalino com a deteccdo colorimétrica do cation
cuproso (Cu*t) usando um reagente contendo um sal de sédio, BCA (SMITH; KROHN;
HERMANSON; MALLIA et al., 1985). 200 pL de reagente preparado a fresco foram
adicionados a aliquotas de 25 pL do sobrenadante dos meios de cultivo, em triplicata,

em uma microplaca de 96 pocos e incubados a 37°C por 30 minutos. O produto de
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reacao de cor purpura deste ensaio é formado pela quelacdo de duas moléculas de
BCA com um ion cuproso, o qual possui absorbancia em 562 nm. As proteinas totais
(mg/mL) foram quantificadas segundo a equacdo da reta construida utilizando
albumina de soro bovino (BSA) como padrédo em diferentes concentracdes (0; 25; 125;
250; 500; 750; 1000; 1500 e 2000 pg/mL) (THERMOSCIENTIFIC).

2.6.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢cdes desnaturantes

As proteinas secretadas no meio extracelular pelos clones de K. phaffii X-33
Pr6 - cultivado no meio de cultivo BMMY apés 6 h, 24 h, 48 h e 72 h de indugéo - e
PrF10 - cultivado em meio de cultivo BMMY apés 72 h de inducéo - foram analisadas
por eletroforese em gel de poliacrilamida 12 % sob condi¢cdes desnaturantes com
dodecilsulfato de soédio (SDS-PAGE), conforme descrito por Laemmli (1970)
(LAEMMLI, 1970). Géis de poliacrilamida foram formados por copolimerizacdo de
acrilamida e bis-acrilamida na presenca de persulfato de amobnio (APS) e
tetrametiletilenodiamina (Temed). O gel concentrador foi preparado a 5 % (V/v).

Aliquotas de 50 pL do meio extracelular foram homogeneizadas a igual volume
(50 pL) de tampéao de amostra de Laemmli 2x (Bio-Rad Laboratories, Califérnia — EUA,
Tris-HCI 65,8 mM pH 6,8; glicerol 26,3 % (m/v); SDS 2,1 %; azul de bromofenol 0,01
%) contendo B-mercaptanol 5 % e fervidas a 95°C por 10 minutos para desnaturacéo
das proteinas presentes na amostra. Uma aliquota de 20 pL das amostras foi aplicada
sobre o gel concentrador. A eletroforese foi conduzida em sistema cuba vertical (Bio-
Rad Laboratories, PowerPac300, Califérnia - EUA) com tampao de corrida (Tris-HCI
25 mM, glicina 192 mM e SDS 0,1 % (v/v)) com voltagem ajustada em 120 V. O kit
Precision Plus Protein Standards dual color 10-250 kD (Bio-Rad Laboratories,

Califérnia - EUA) foi utilizado como marcador de massa molecular.

2.6.4. Coloracao do gel de poliacrilamida com nitrato de prata

Ao final da corrida da amostra no gel de eletroforese, as bandas proteicas foram
coradas segundo Blum et al. (BLUM; BEIER; GROSS, 1987) usando o Kit PlusOne
Silver Staining (GE Healthcare). Primeiramente, o gel foi incubado em solugéo
fixadora por 24 horas. Em seguida, este foi incubado sob agitacdo em solucéo

sensibilizadora por uma hora. Apds 4 lavagens com agua destilada por 15 minutos,
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cada, o gel foi incubado sob agitacdo na solucao de nitrato de prata por uma hora.
Apos 2 lavagens com agua destilada por 1 minuto, cada, o gel foi incubado em solucéo
reveladora até aparecimento das bandas e a reacéo foi interrompida quando este foi
transferido para a solugéo de parada.

2.7.Avaliacdo da interferéncia dos meios de cultivo na quantificacdo da

atividade de L-asparaginase e proteinas totais

Um ensaio enzimatico foi realizado para verificar a interferéncia dos meios de
expressao utilizados no cultivo dos clones de K. phaffii X-33 frente a quantificacao da
atividade de L-asparaginase utilizando o método do &cido L-aspartil-B-hidroxamato.
Para isto, os trés meios de cultivo de expresséo utilizados — MM, BMM e BMMY —
foram avaliados anterior e posterior ao cultivo com as células de K. phaffii X-33 através
da adicdo da mesma quantidade de enzima em todas as amostras. A enzima nativa
do extrato bruto do fungo P. sizovae em tampéo tris-HCI 50 mM pH 8,6 foi utilizada
nas amostras e como controle positivo do experimento (Tabela 40).

Tabela 40 - Preparo do ensaio da quantificacio de L-asparaginase frente aos meios de cultivo utilizados
no cultivo de K. phaffii X-33

Reagentes Controle Meio de Meio de cultivo
positivo cultivo novo  pdés-cultivo
Tampéo tris-HCI 50 mM pH 8,6 150 pL 70 pL 70 pL
Extrato bruto contendo enzima nativa 10 pL 10 pL 10 pL
Meio de cultivo MM, BMM ou BMMY - 80 uL 80 uL
L-asparagina 100 mM 20 pL 20 pL 20 pL
Hidroxilamina 1 M pH 7 20 pL 20 pL 20 pL
Solugao de cloreto férrico/TCA/HCI 50 pL 50 pL 50 pL

O ensaio enzimatico foi conduzido conforme o item 2.6.1. Quantificacdo da
atividade de L-Asparaginase nos clones para ensaio com meio de cultivo segundo a
Tabela 39. Os resultados obtidos foram apresentados na forma de média aritmética
da triplicata das amostras com os respectivos desvios padrao.

Adicionalmente, o ensaio da quantificacdo de proteinas totais foi realizado para

verificar a interferéncia dos meios de cultivo utilizados no cultivo do clone de K. phaffii
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X-33 frente a quantificacdo de proteinas totais utilizando o método BCA. Para isto,
uma aliquota (25 pL) dos trés meios de cultivo de expresséo utilizados — MM, BMM e
BMMY - foram avaliados anterior e posterior ao cultivo com as células de K. phaffii X-
33. O ensaio doi conduzido conforme o item 2.6.2. Quantificacdo de proteinas totais

no meio extracelular.

2.8.Confirmacgao do fendétipo dos transformados por PCR

A confirmacdo da presenca do gene da L-asparaginase e do fenotipo dos
transformados foi realizada através da triagem direta por PCR dos clones de K. phaffii
utilizando os primers 5’ e 3’ AOX1 e os primers ITS1 e ITS4 como controle positivo da
presenca de gDNA extraido. Apds o crescimento das colénias de K. phaffii X-33
transformadas resistentes a Zeocina, estas foram repicadas em novas placas de Petri
contendo agar YPD suplementado com Zeocina para isolamento dos clones. Apds o
crescimento das colbnias de clones de K. phaffii X-33 isoladas, uma UFC foi
transferida com auxilio de um palito de dente previamente autoclavado para um
microtubo de centrifuga de 1,5 mL contendo 10 pL de solucéo de hidréxido de sodio
0,02 M. A mistura foi homogeneizada e aquecida a 99°C por 10 minutos. Ap6s o
periodo de incubacado, as amostras de DNA foram centrifugadas a 12.000 x g por 2
minutos a temperatura ambiente. Uma aliquota do sobrenadante obtido foi utilizada
na reacao de PCR conforme descrito na Tabela 41 para um volume final de reacao de
20 pL.

Tabela 41 - PCR de colénia como triagem direta do fenétipo dos clones de K. phaffii

Reagente Concentragao (Volume)
Agua livre de nuclease 7 uL

2X Phusion Green Hot Start Il High Fidelity Master Mix 1X (10 pL)

Forward primer 0,5 uM (1 pL)

Reverse primer 0,5uM (1 L)

gDNA 1puL

Gel de agarose 0,8 % foi preparado para a visualizacdo das amostras de DNA
utilizando o corante SYBR safe (Invitrogen, Carlsbad, California - EUA).
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2.9.Projecao da estrutura molecular da L-asparaginase de P. sizovae

As sequéncias proteicas das duas isoformas da L-asparaginase de P. sizovae
— nativa e parcial - foram projetadas em suas estruturas moleculares tri-dimensionais
através da ferramenta online Swiss-Model ExXPASyY em colaboracdo com o Professor
Mauricio Homem de Mello do Laboratério de Toxicologia “in silico” da UnB. Um
alinhamento da sequéncia de aminoacidos, proteina-proteina, na base de dados de
proteinas ndo redundantes (nr) foi realizado. Para encontrar as proteinas que ja
possuem estrutura cristalografica definida e que mais se assemelham em termos de
estrutura primaria com a L-asparaginase de P. sizovae, foi realizado um Blast™ com
a mesma sequéncia, mas comparando com o banco de dados “Protein Data Bank

proteins (pdb)”.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.Identificac&o do gene L-asparaginase de P. sizovae

3.1.1. Extracdo do DNA genbmico de P. sizovae

O DNA gendmico do fungo filamentoso P. sizovae foi avaliado frente a
diferentes amostras e metodologias. Dentre as amostras e procedimentos testados, a
metodologia que promoveu a extracdo do DNA genémico, confirmada por visualiza¢édo
de banda de DNA em gel de agarose, foi aquela em que uma amostra do micélio do
fungo crescido em placa contendo meio de cultivo BDA foi agitada vigorosamente em
equipamento FastPrep com esferas de zirconia (método 9).

A quantificacdo do DNA gendmico extraido de P. sizovae foi avaliada em
equipamento Nanodrop a fim de quantificar sua concentracdo nas amostras e pureza.
Os &cidos nucléicos tém absorbancia méxima em 260 nm. A proporgéo desse maximo
de absorbéncia para a absorbancia a 280 nm tem sido usada como medida de pureza
nas extracdes de DNA e RNA, em que uma propor¢ao 260/280 de aproximadamente
1,8 é geralmente aceita como “pura” para DNA, ou seja, contamina¢do com proteinas
ou outros compostos fendlicos dentro do aceitdvel (THERMOSCIENTIFIC, 2012).
Portanto, a quantificacdo de DNA realizada em triplicata mostrou-se satisfatéria, com

os valores da razdo 260/280 em valor aproximado de 1,8 (Tabela 42).

Tabela 42 - Quantificacdo do DNA gendnico de P. sizovae em Nanodrop

Concentragao

Amostra de DNA A260 260/280 260/230
(ng/pL)

P. sizovae 159,837 3,1967 1,88 1,57

P. sizovae 157,401 3,1480 1,87 1,56

P. sizovae 156,003 3,1201 1,83 1,54

3.1.2. Construcéo de primers degenerados

A partir dos genomas completos de P. citrinum DSM1997, P. citrinum
JCM22607 e P. steckii MLKD01000003 encontrados na base de dados GenBank, a
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sequéncia do gene da L-asparaginase destas estirpes foi identificada por homologia
a outras sequéncias do gene da L-asparaginase ja descritas em outras espécies de
fungos e publicadas na base de dados. Desta forma, primers degenerados foram
desenhados e testados na amplificacao de regides do DNA gendmico de P. sizovae,
devido a proximidade taxonémica desta espécie com P. citrinum e P. steckii (Figura
26).

Figura 26 - Alinhamento dos primers degenerados sintetizados para a identificacdo do gene da L-
asparaginase de P. sizovae

1%, E. 4 Y 5 ¢ -

1/ — v

SEdbp

919 hp

1703 bp

A PCR realizada com os primers degenerados desenhados a partir das
sequéncias da L-asparaginase de P. citrinum e P. steckii revelou a amplificacédo de
diferentes regides que compreendem a sequéncia do gene em questao em P. sizovae,
em que foram obtidos produtos de PCR com o tamanho esperado (Figura 27).
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Figura 27 - Produtos de PCR purificados a partir da amplificacdo do DNA gendmico de P. sizovae com
primers degenerados usados na identificacdo do gene da L-asparaginase em gel de agarose 1,2 %,
TAE 1X, 100 V, 200 mA, 45 minutos. Padrao 1 kb (P); ITS1 e ITS4 (570 pb) (1); F-1.2 e R-ASP2.1 (560
pb) (2); F-2 e R-2 (1709 pb) (3); F-ASP3 e R-2 (863 pb) (4); F-ASP2 e R-ASP6 (939 pb) (5)

P 1 2 3 4 5 P

3000 pb

1000 pb

500 pb

Os produtos de PCR purificados foram enviados para sequenciamento. As
sequéncias obtidas foram alinhadas com as sequéncias de P. citrinum e P. steckii para

construir a sequéncia da L-asparaginase de P. sizovae (Figura 28).

Figura 28 - Alinhamento das sequéncias de P. citrinum e P. steckii para construir a sequéncia da L-
asparaginase de P. sizovae com os primers utilizados na identificacido

F1.2
Pcitrinum --——--—- GATCAGTCGACAAACTACCCAATCCCTTCCAACAAGGCGGAACCAACGCTTC
Psizovae = = oo m oo
Psteckii CTGAAAATGATCAATCAGCAAACTACCCAATTCCCTCCAACAAAGCGGAACCAACGCTGC
*kkkk kK kAhkkkhkkhkkkhkhkhkhkkhk *k K*hkkkhkkkk *hkkhkkhkkrkrkikkhkkkx X
Pcitrinum ACGATGGTCGACAGTCGCCTATTGCCGACCATGAAGGACATCTCCGTAAAGATCTACCTC
Psizovae = = = —-mmmmm o oo CCGTAAGGACCTGCCTA
Psteckii GCGATGGCCGACAGTCACCTATTGCGGATCATGAGGGAAACCTGCGAAAGGATCTACCTG
**:**‘** **‘***
F2
Pcitrinum AAGATGTAAAGGAGCACAATAAAGATATGGACAATCGATACGATAAGCCATACAATCATA
Psizovae AGGATGTAAAGGAGCACAATAAAGATATGGACAATCGGTACGATAAGCCATACAATCATA

Psteckii AGGATGTAAAGGAACACAATAAAGAGATGGACAGTCGGTACGATAAGCCATATAATCATA

kX hhkkkhkAhkhkkhkhkhkk KAk khkhkhkkhhkkhkkhk khkkhkhkkhkhk khkk Khrhkkkhkhkkhkhkhkkhkrkkhkhkkk *hkkxkkhkkk*k
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Pcitrinum
Psizovae

Psteckii

Pcitrinum
Psizovae

Psteckii

Pcitrinum
Psizovae

Psteckii

Pcitrinum
Psizovae

Psteckii

Pcitrinum
Psizovae

Psteckii

TTGCGGACGAAGGGAATATCGAAGGCGGCTGGGAGAAGAAATAAATTGGGATTGTCTGCA
TCGCGGACGAAGGGAATGTCGAAGGCGGTTGGGAGAAGAAATAGATTGGGACGATCTGCA
TTGCCGATGAAGGAAATGTCGAAAGCGGCTGGGAGAAGAAATGAATTTGATTGAATGTCG

Kk kk kk kkhkkhkk Akhkk khkkhkk kkhkhkk KAk AkAkhAkAA AKX K AK * Kk Kk K . . *

GGTATCCGCTATGTGTAGCAAGATTACACTGGTGCAAGGCCTTTTATGTCATTCAGCTTG
GATGTTCGTTATGTGTAGCGAGATTATACTGGTGCAAAG-TTTTTATGTCATTTAAGTTG
——————————————————————————————————————————— TTATGTCATTTAAATTG

Kk rkkkkkkk K * K x

GAGAATACT-—-————— ACT---TCTGCAATCTCCCAGTTTCTCTCATAT-CACACTATTA
GATAATTCT------- ACTGGTTCTGCAATCTCCCTGTCTGTCTCAAAT-TATACTGTAC
GAAGATACATCATCTGACTGCTTCTGTGATCTCCAAGCTCCTCTCATACGGATGCTATTT

* K KKk e Kk . * Kk Kk * Kk Kk Kk * Kk kK kK .k Kk Ahk kKK oKk * *k K.

TGTCTTACTGTCATCAATTTAGGCAAGAG----— AGGAAATAAATTAGAAAATAATAATG
TAGTACGTCTTTCTCCATTATGACATGGGGAATAGGGGAAGGAAAGATCAATAAATAATG
AGTACGTCTTTCTGTCATTGTATCGCAGGG---GGGAATAAAGTAAATAAATAACCAATG

* *k k. * * * .k IR Kk koo ook * %k %

TTCAGCGAGTTTATTCATTATTTACAGCTAATATCGATGTTTTTGTAACTACCTATCTGG
TTCTGCGAAGTTACTCTCTATTTACTGCTAGTATCAATGTTTTTGTAACTACCTACGTGG
TTCTGCGAAATTCTTCTCTATTTATGGCTAG--—-—-————————————————— CCATATGG

Kk Kk koo Kk kK * * * K . * Kk kK kK * Kk Kk Kk * ok * K Kk

GTATGTAGGAGTCAAATCAAAGATCGGCCCATATGTTATTTGTTCTTCTTGCAACCTTCT
GTATGTAGGGGTCAAGTCAAAGAGTGGCCTATATGTCATCGG---TTTTTGCAATCTTCT
—————————— ATCAAATTAAAGATCGATCTAAGTGTCATTAT------TCCCAATAGTCT

kAhkKkk kK kkkkKk * * k. Kk Kk Kk KKk * * Kk x * Kk x

CTCTCAGAAGTTAAGACTAGGCATTTGTGTTTAGAGCAAATGTCGACGCAATCTCAGTGA
CTGCCAAACACTAG- T-GGCATTTGTATTAAGAGAAAAGGTTGAAGCAATCTCAGTGA
CTTCTAZ—\ATTTTAG—A-GGCZ—\TTTGTZ—\TTTAAAGCAAATGTTGAAGCAATTTCAGTGA

* % *  x * % ekkkhkhkhkkhkrkhkkhkrkh dkek kk kkk kk kk khkkkkx kxkkxkk

F-ASP2
TGTTGTTTGACTTCGCCAGCAATAGTCCCAGTAATATACGAGATTTTTGAGGGTTCAAGT
TGTTGCTCGACTTCGCTAGCAATAGTCCCAGTAATATACGGGATTTTTGAGGGTTCAAGT
TGTTGCTTGACTTTGCTAGCAATAGTCCAAGTAATATACGGGATTTCTGAGGGTTCAAGT
KAKKE K AKKKE Kk AKKAAKKAA KK AKAAXKAAA KK KKk A* KA KKK AKX KA AKX Kk

R-ASP2.1
ATCCACTGGCAATATGAGTGGCAGTGCTGCTGTCGACGTCTGACAATGGCACCTCACCAT
ATCCACTGGCAATATGAGTGGCACTGGTGCTTTCGACGTCTGACAATGGCACTTCACCAT
ATCCACTAGCAATATGAGTGGCACTGTTGCTTTCGACGTCTGACAAGGGAACTTCACCAT

KAk AkkAKhk hAkhAAkhkAkhkhkkdhkhAkhhk Kk hkhkhkk Kk hkkhhkhkhkhkhkkhkhkk hk *k **% ,kkhkkkk%

213



Pcitrinum
Psizovae

Psteckii

Pcitrinum
Psizovae

Psteckii

Pcitrinum
Psizovae

Psteckii

Pcitrinum
Psizovae

Psteckii

Pcitrinum
Psizovae

Psteckii

Pcitrinum
Psizovae

Psteckii
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TGACCGTGCGCATACTTTGAATAATTGGAATTCCAAGGCGATTGATAGCGTCTTCAATAG
TGACCGTACGCATACTTTGAATTATTGGGATTCCGAGGCGATTGATAGCGTCTTCAATGG
TCACAGTACGCATACTTTGGATTATCGGGATTCCGAGGCGGTTGATGACGTCCTCCATGG

Kk kk kk kA KkAkAkhkAAkhkA Ak kkekk kk Akhkhkkhkk KAhkkhkkk kkkkKk kkkKk kk kK Kk

CATAGTTGAATGATGTTGTGACGCCTCCTGCTCCAGCTCCTGCAATCTACGACTAGTCAG
CATAGTTGAATGACGTTGTGACTCCTCCGGCCCCAGCCCCTGCAATCTACGACCAGTCAG
CATAATTGAATGATGTTGTCACACCTCCGGCCCCGGCCCCTGCAATCTACGAACAGTCAG

khkkkhk kkhkrkkkhkhkkhkk khkkkhkk kkx khkkkk kk Kk kk kkkkkrkkkkkkkokk * ok k Kk kK

TTATTGAACAAAATTC-ACAGAAAATGTGCTTATGTCAATTGTGARAGTGTAACCTACCA
creTTA N - GGAAATATTTTTCTGTCAATTCTGAAAGGATGACCTACCA
CTATTGAACAATTTTTGACAGAAATTGTACTTCTGCCTAATTTGAATGGATGACCTACCA

*  kk kkKk kK . Kk k kk kK kK ek K Xk kk Kekeoek KAhkkk ok * kkkkkkKk Kk

CGATGCCCTTTGCGCCACTATCGATGGCATTGTACAAGGTGTCATTGTGCATATCCTCGT
CGATGCCCTTTGCGCCACTTTCGATGGCATTGTACAAGGTGTCATTATGCATATCCTCAT
CAATGCCCTTTGCACCACTTTCAACCGCGTTGTATAAGGTGTCGTTATGCATATCCTCAT

* kkkkkhkrkkkkkk krxkkkkokx Kk kk kkkkhkk khkkhkhkkhkrk kk kkkkkkkkrxkk K

AAGAGAAGAGGATATCAACTCTCGGAATTTCCGTGACGTTGGCAATATCGAAGTTCTTCT
AAGAGAAGAGAATATCAACTCTCGGAATTTCCGTGACGTTGGCAATGTTGAAGTCCTTCT
AGGAGAAGAGAATATCGACTCTCGGGATTTCCTTGACGTTGGAAATATCAAAGTCCTTCT

kX khkkhkkAhkkhkk KAhkhkkkh KAhkhkAkhAkkhkkhk khkkhkhkkhkk Ahkkkhkhkkhkkkk Kk k K *kkkk Kk kk*k

TTCCCGTCGGCTGTACGGGAGGGTAGAAAAAGAATGGAGTATTAGAGATCATCTCTCCTA
TTCCCGTCGGCTGTACGGGGGGGTAGAAAAAGAATGGGGTATTAGAGATCATTTCTCCTA
TTCCCGTTGGCTGTACAGGAGGGTAGAAAAAGAATGGTGTATTAGAGATCATCTCTCCTA
Khkh kA hh KAhkAAhKk Kk KKK kA K KA KK AR K KL Kk A K kAR K KA A KKk k k& ok Kk*
F-ASP3m
GGAATCCCATTTCCATTGCTTTAAACGTATCAATGGTATTGGCGTTGGTCTTGGTCGTGT
AGTATCCCATTTCCATTGCTTTGAACGTATCCATGGTGTTGGCGTTGGTCTTGGTCGTGT
GGAATCCCATTTCCATTGCTTTGAATGTATCCATGGTGTTAGCGTTGGTCTTAGTTGTGT

hekhhkhkkhkhkhkkhkhhkhkrkhhkrhkhkhkh *k hkhkrkhk hhkhkkhkkx **x ,rxkkhkrxkhkhkkhkdx*x **k *k*xx*

AGTAGGCGGATGCGATGCGATCATTCATGACGATCATGGCACCGCGGTTCTTGGCCTTCG
AGTAAGCGGATGCGATGCGATCATTCATGACAATCATGGCACCGCGGTTCTTAGCCTTCG
AGTAAGCGGATGCGATGCGATCATTCATAACAATCATGGCACCGCGATTCTTGGCCTTCG

Akhkkhkk KhAkAkhkAhAArAAhkhkkhkhkhkhrkkhkhAkhkkhh, *k KA hkkhhkhkkhrkhkhhkkhhkx *khkx* *,khkkxk k%%

GGGATGCTGCGACTGTAACAGACTCAAGGAGATTGAAGGGCCCATCGGCTGAGATGGCGG
GAGATGCTGCGACGGTAACGGATTCAAGGAGATTGAAGGGTCCATCAGCTGAGATGGCGG
TAGATGCCGCGACAGTAACTGATTCGAGAAGATTGAAGGGTCCGTCGGCTGAGATGGCGG

khkkhkk KAhkhkkk Khkkhkkhkk kk kk kk AhkhkkAkhkAkhkhkAkhkk kkhk kk AkhkAkhkAAkhkAhkAkk K
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TCGAAGGGCGCATGGCGCCAACGATGATGACGGGTTTACCACAATTGATTGTAGCGTCGA
TTGAAGGACGCATGGCGCCAACAATGATGACGGGTTTACCACAATTGATCGTAGCGTCAA
TCGAAGGGCGCATAGCGCCAACAATGATAACCGGTTTACCACAATTGACCGTAGCATCCA

Kk hkhkkhkkk kAhkkhkk AkhkhkAkhAkAkhkhk hhkkhkhkk kk KAAkhkAhAkAAkhAk Ak kA kA kKK kkkkk Kk K

GGAAAAAGGCAGTTTCCTCCAAAGTGTCAGTGCCATGAGTGACAACTGCTCCAGCCATGG
GGAAAAAAGCAGTTTCCTCCAAAGTATCGGTTCCATGAGTAACAACAGCCCCAGCCATGG
AGAAAAAGGCAGTTTCCTCCAAAGTATCGGTGCCATGAGTGACAACAGCTCCAGCCATGG

khkhkhkkk khhkkrkkhkkhkrhkkhkrhkkhkhkkhhkhkhk kk Khk hhkkkhkhkhkkhkkx K hkkhkkhkkxoekk *hkkrxkkxkkx

TTGGATCGTCGCAGACAAGCTTATTGATCTGCTTTGACAGTGAAATTAGAATGTCGGAGG
TTGGATCGTCGCAGACAAACTTGTTGATCTGCTTTGATAGTGAAATTAAGATGTCAGATG
TTGAATCATCGCAGACAAGCTTGTTGATCTGTTTTGATAGTGAAATGAGGATGTCGGATG

khkk KAk k hkAhkkhkAkhkhkkhkhkk kkhkk Kkhkkhkhkhkkhkhkk KAk kk KAhkkkhAkkkkhkk K *kkkkk Kk Kk

TGATATCTTCACTTCCAACATTTGCTGTCTGAACACCCGCTACATTTGCAACGTCGAGCA
TGATATCTTCACTTCCAACATTTGCTGTCTGGACACCCGCGACATTTGC
TGATATCTTCACTTCCCACATTCGCTGTCTGGACACCCGCTACATTTGCAATATCGAGCA

khkhkkhkrhkkhkrhkhkhkhkhkhkhkkx K hhkkhkx , hkkhkhkrkhkhxk *hkkrxkhkhkrk *kkkkhkkxxkxx*x * ok k ok ok k ok

TAGATGGAACAGCATCGATTAGAGCACGAACGCCAACCGCTCCAGAAGTGTAGCCTGTTG
IGGATGGAACGGCATCGATTAGAGCACGAACGCCAACCGCTCCAGAAGTGTAGCCTGTCG
TGGATGGGACGGCATCAATTAGAGCACGAACTCCAACCGCTCCAGAGGTGTAGCCTGTCG

kX hkhkkkk kk KAk Akkhk KAAkAAAAAAAAAhAk Kk KAk AhkhAAkrAAhkhkkhdk *khkhkkkikhkkkhkkrkhkx *

F-ASP6
TTGCCGTTGAGCTTGAATCTGAGCCTGCAATTGTCCCTCCTAAGAGGTGTTAGGAAAATA
TTGCCGTTGAGCTTGAATCTGAGCCTGCAATTGTTCCTCCTAGGGAGTTTTAGATAAAAA
TGGCCGTCGAGCTTGAATCTGAGCCTGCTATAGTTCCTCCTATAAGGTGTCAGTAAAATA

Kk kkkk Kk kAhkhkkAhkkAkkAhkkAkkhkhkhkkoekkoekkh Ak khkkkx **x ok kk e kkk ok

R-ASP6
TTAGCATTTGAACGCAGAATTGGATATAGGGGGCCAAACGAACCTGTAGCAAAGATGGTT

TTAGGATAGAAACGTG—————— GGATAAAGGAGTCGGACTGACCTGTAGCAAAAATGGTT
CTAGCATAATTACATG-————— GGAGAACCGGGTTGGACTAACCTGTAGCAAAAATGGTG
Kkk KKk SRk T T T T e I S

F-ASP7

ACATTAGGAAGGGTATGATTCATCTGAGTGAAATTCAACCCATTCGCATTGGTGAAAACA
ATATTAGGAAGGGTATGATTCATCTGGGTGAAATTCAGACCATTCGCATTGGTGAAAACA
ATATTAGGAAGGGTATGATTCATCTGGGTGAAATTCAACCCATTCGCATTGGTGAAAACG

* hkkkkkhkrxhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkrhkhkrhkhkrkh *khkhkkkhkhxhkxk dhkrxhkkkhkhkrkkhkkkkkxkkx

AACCCTGTGCCAATGGCTCCACGGCCATATAGCAAGGGCGATGCCGAACTCTGACAAGCA
AACCCTGTGCCATTGGTTCCACGGCCATACAGCAGGGGCGAAGCCGAACTCTGACAAGCA
AACCCTGTACCATTGGCGCCACGACTATACAGCAGGGGCGAAGCCGAGCTCTGCCAAGCA

khkkhkkhkhkhkk Kkhkkokk%k khkkhkk kK khhkk KAhkkk KAhkhkkhkhkkoekkhkhkhkk Ahkkkk khkkhkKk
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AGAGTGGCCAACGTTATCAGGAAGCTCTTTATTGACAC-TGTGGAAATGCTTGGTCAG
AAAGTAGCCAACGCTACGAGGAAGCTCTTAATTGACAC-CGTGAAAAGGCCTGATCAG
AGAGTAGCCAACGCTACGAGGAAGCTTTTAATTGGCAC-TGTGGAAAGGCTTGCTTGG
K kKK kKKK KKE kk kKA AKKAK Kk kkAK  KAKKKE Kkk KKk Kk xKk Kk
R-ASP8

ACTTGGGGTTCAACCTTAGAGACAATTTAATCCATGTCAACGATTTATGCCATTCTTAAG
ACTGGGG————————— TTCAGCCAATTCAATCCATGTCAACGATT-———————————————
ACTTGGTACTCAACCTTAGAATCAATTCAATCAATGGCAACGATTTATGCCATTCTTARA
*kk kK Ko k| KkERKK KKKK KKKk AKKAXRKKK

R1
GAA-TTTGTGATCTTATCGTACTACTTCATACATCCGCGATATACCACTAATTATCGGTT

GAAATCCGTGATCTTATCGTACTGCTTCATACTTCCGTGGAGTAC-AGTAATTATCGGTA

* Kk Kk K KAk AkAkh Ak Ak hkhkkhkhk* ,*kkkkhkk *xk k) *x*x * kkhkk k Ak kkkkAkkkk Ak Kk
R2

TGCCTATTACGTGGAATTGTGAATCTACTAG

TGTCTATTACGTGGAATTGTGAATCTTCTAG

kk kkkkrxkhkhkkhkhkkrhkkrhkkhkrkkkk kkxk

R3.2
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Apbs o alinhamento das sequéncias genéticas de P. citrinum e P. steckii com

amplicons sequenciados de P. sizovae, a sequéncia genética da L-asparaginase foi
identificada (Figura 29) e depositada no GenBank cédigo MW291568.
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Figura 29 - Sequéncia genética de P. sizovae por comparacdo com as sequéncias de P. steckii e P.
citrinum. Sequéncia do gene da L-asparaginase (negrito); introns do gene da L-asparaginase
(sublinhado)

5’ AATCGTTGACATGGATTGAATTGGCTGAACCCCAGTCTGATCAGGCCTTTTCACGATGGTGTCAAT

TAAGAGCTTCCTCGTAGCGTTGGCTACTTTTGCTTGTCAGAGTTCGGCTTCGCCCCTGCTGTATGGCC
GTGGAACCAATGGCACAGGGTTTGTTTTCACCAATGCGAATGGTCTGAATTTCACCCAGATGAATCAT
ACCCTTCCTAATATAACCATTTTTGCTACAGGTCAGTCCGACTCCTTTATCCCACGTTTCTATCCTAA
TTTTTATCTAAAACTCCCTAGGAGGAACAATTGCAGGCTCAGATTCAAGCTCAACGGCAACGACAGGC
TACACTTCTGGAGCGGTTGGCGTTCGTGCTCTAATCGATGCCGTTCCATCCATGCTCGATATTGCAAA
TGTCGCGGGTGTCCAGACAGCAAATGTTGGAAGTGAAGATATCACATCTGACATCTTAATTTCACTAT
CAAAGCAGATCAACAAGTTTGTCTGCGACGATCCAACCATGGCTGGGGCTGTTGTTACTCATGGAACC
GATACTTTGGAGGAAACTGCTTTTTTCCTTGACGCTACGATCAATTGTGGTAAACCCGTCATCATTGT
TGGCGCCATGCGTCCTTCAACCGCCATCTCAGCTGATGGACCCTTCAATCTCCTTGAATCCGTTACCG
TCGCAGCATCTCCGAAGGCTAAGAACCGCGGTGCCATGATTGTCATGAATGATCGCATCGCATCCGCT
TACTACACGACCAAGACCAACGCCAACACCATGGATACGTTCAAAGCAATGGAAATGGGATACTTAGG
AGAAATGATCTCTAATACCCCATTCTTTTTCTACCCCCCCGTACAGCCGACGGGAAAGAAGGACTTCA
ACATTGCCAACGTCACGGAAATTCCGAGAGTTGATATTCTCTTCTCTTATGAGGATATGCATAATGAC
ACCTTGTACAATGCCATCGAAAGTGGCGCAAAGGGCATCGTGGTAGGTCATCCTTTCAGAATTGACAG
AAAAATATTTCCCGTAAATGTTGTTTAACAGCTGACTGGTCGTAGATTGCAGGGGCTGGGGCCGGAGG
AGTCACAACGTCATTCAACTATGCCATTGAAGACGCTATCAATCGCCTCGGAATCCCAATAATTCAAA
GTATGCGTACGGTCAATGGTGAAGTGCCATTGTCAGACGTCGAAAGCACCAGTGCCACTCATATTGCC
AGTGGATACTTGAACCCTCAAAAATCCCGTATATTACTGGGACTATTGCTAGCGAAGTCGAGCAACAT
CACTGAGATTGCTTCAACCTTTTCTCTTAATACAAATGCCTAGACTAGTGTTTGGCAGAGAAGATTGC
AAAAACCGATGACATATAGGCCACTCTTTGACTTGACCCCTACATACCCACGTAGGTAGTTACAAAAA
CATTGATACTAGCAGTAAATAGAGAGTAACTTCGCAGAACATTATTTATTGATCTTTCCTTCCCCTAT
TCCCCATGTCATAATGGAGAAAGACGTACTAGTACAGTATAATTTGAGACAGACAGGGAGATTGCAGA
ACCAGTAGAATTATCCAACTTAAATGACATAAAAACTTTGCACCAGTATAATCTCGCTACACATAACG
AACATCTGCAGATCGTCCCAATCTATTTCTTCTCCCAACCGCCTTCGACATTCCCTTCGTCCGCGATA
TGATTGTATGGCTTATCGTACCGATTGTCCATATCTTTATTGTGCTCCTTTACATCCTTAGGCAGGTC

CTTACGG3’
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3.2.Traducdao proteica da L-asparaginase de P. sizovae

A sequéncia predita de nucleotideos da L-asparaginase de P. sizovae nativa
contruida foi traduzida, com retirada dos introns, em sequéncias de aminoacidos que

constituem esta proteina (Figura 30).

Figura 30 - Sequéncia predita de aminoacidos do gene da L-asparaginase nativa de P. sizovae
MVSIKSFLVALATFACQSSASPLLYGRGTNGTGFVFTNANGLNFTQMNHTLPNITIFA

TGGTIAGSDSSSTATTGYTSGAVGVRALIDAVPSMLDIANVAGVQTANVGSEDITSDI
LISLSKQINKFVCDDPTMAGAVVTHGTDTLEETAFFLDATINCGKPVIIVGAMRPSTAI
SADGPFNLLESVTVAASPKAKNRGAMIVMNDRIASAYYTTKTNANTMDTFKAMEMG
YLGEMISNTPFFFYPPVQPTGKKDFNIANVTEIPRVDILFSYEDMHNDTLYNAIESGA

KGIVIAGAGAGGVTTSFNYAIEDAINRLGIPIIQSMRTVNGEVPLSDVESTSATHIASG

YLNPQKSRILLGLLLAKSSNITEIASTFSLNTNA-

A sequéncia predita de nucleotideos da L-asparaginase de P. sizovae parcial
contruida foi traduzida, com retirada dos introns e dos primeiros 19 aminoacidos, em

sequéncias de aminoé&cidos que constituem esta proteina (Figura 31).

Figura 31 - Sequéncia predita de aminoacidos do gene da L-asparaginase parcial de P. sizovae
MSPLLYGRGTNGTGFVFTNANGLNFTOQMNHTLPNITIFATGGTIAGSDSSSTATTGY

TSGAVGVRALIDAVPSMLDIANVAGVQTANVGSEDITSDILISLSKQINKFVCDDPTM
AGAVVTHGTDTLEETAFFLDATINCGKPVIIVGAMRPSTAISADGPFNLLESVTVAAS
PKAKNRGAMIVMNDRIASAYYTTKTNANTMDTFKAMEMGYLGEMISNTPFFFYPPV
QPTGKKDFNIANVTEIPRVDILFSYEDMHNDTLYNAIESGAKGIVIAGAGAGGVTTSF
NYAIEDAINRLGIPIIQSMRTVNGEVPLSDVESTSATHIASGYLNPQKSRILLGLLLAKS
SNITEIASTFSLNTNA-

A computacédo do pl tedrico da L-asparaginase nativa de P. sizovae ¢é de 4,93
e sua massa molecular tedrica é de 40073,46 Da. Por se tratar de uma proteina
tetramérica, estima-se que sua massa molecular seja de 160,292 kDa. A massa
molecular estimada no presente estudo € similar aquelas purificadas de Citrobacter
166 kDa (BASCOMB; BANKS; SKARSTEDT; FLEMING et al., 1975), E. carotovora
160 kDa (DEVI; AZMI, 2012) e F. tricinctum 161/170 kDa (SCHEETZ; WHELAN;
WRISTON, 1971).
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3.1.Clonagem do gene da L-asparaginase de P. sizovae

3.1.1. Extrac&o dos plasmideos a partir das células de E. coli transformadas

As células de E. coli TOP10 quimicamente competentes foram transformadas
com os plasmideos NATIVE L-ASP pPICZaA e PARTIAL L-ASP pPICZaA e o controle
positivo pUC19. A incubacéo de 200 e 20 puL das células E. coli TOP10 quimicamente
competentes transformadas com os plasmideos NATIVE L-ASP pPICZaA (Figura 32
A e B) e PARTIAL L-ASP pPICZaA (Figura 32 C e D) em placas de Petri contendo
agar LB com baixa concentracdo de sal suplementado com Zeocina (25 pg/mL)
resultou em centenas de UFCs, impossibilitando sua contagem. A incubacao de 100
e 25 pL das células E. coli TOP10 quimicamente competentes transformadas com o
controle pUC19 (Figura 32 E e F) em placas de Petri contendo agar LB suplementado

com ampicilina (100 pug/mL) resultou em 13 UFC e 1 UFC, respectivamente.

Figura 32 - Unidades formadoras de coldnias das células de E. coli TOP10 quimicamente competentes
transformadas com plasmideos NATIVE L-ASP pPICZaA e PARTIAL L-ASP pPICZaA em placas de
Petri contendo agar LB com baixa concentragdo de sal suplementado com Zeocina (25 pg/mL) e
transformadas com o controle positivo pUC19 em placas de Petri contendo agar LB suplementado com
ampicilina (100 pg/mL). NATIVE L-ASP pPICZaA 200 pL (A) e 20 pL (B); PARTIAL L-ASP pPICZaA

positivo pUC19 100 pL (E) e 25 pL

O




triplicata (Tabela 43).

== ==

Os pDNAs NATIVEl e PARTIAL 1 foram quantificados em Nanodrop em
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Tabela 43 - Quantificagcdo dos pDNAs nativo e parcial de P. sizovae apés extracdo das células de E.
coli TOP10 em Nanodrop

Concentracao
Amostra de DNA A260 260/280 260/230
(ng/uL)
Native 1 6615,841 132,3168 1,88 2,27
Native 1 7070,470 141,4094 1,90 2,28
Native 1 6463,701 129,2740 1,88 2,26
Partial 1 4126,912 82,5382 1,86 2,25
Partial 1 4730,280 94,6056 1,87 2,29
Partial 1 5169,648 103,3930 1,87 2,26
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Um gel de agarose 1,2 % foi preparado para confirmar a presenca dos pDNAs
extraidos das células de E. coli transformadas e dos produtos de PCR purificados da
reacao dos plasmideos extraidos utilizando os primers 5’AOX1 e 3'AOX1 (Figura 33).
E possivel observar bandas entre 4.000 e 5.000 pb das linhas 2, 4, 6 e 8 respectivas
aos pDNAs extraidos das células de E. coli transformadas com os plasmideos NATIVE
L-ASP pPICZaA (4.681 pb) N1, Ns e PARTIAL L-ASP pPICZoA (4.624 pb) P1 e Ps,
respectivamente. E possivel observar bandas entre 1.500 e 2.000 pb das linhas 3, 5,
7 e 9 respectivas aos produtos de PCR purificados da reacéo dos plasmideos NATIVE
L-ASP pPICZoA (1.571 pb) N1, Ns e PARTIAL L-ASP pPICZoA (1.514 pb) P1 e Ps

extraidos utilizando os primers 5’A0X1 e 3’AOX1, respectivamente.

Figura 33 - pDNAs extraidos das células de E. coli transformadas e os produtos de PCR purificados da
reagdo com os primers 5’A0X1 e 3'A0OX1 em gel de agarose 1,2 %, 1X TAE, 100 V, 200 mA, 45
minutos. Padrdo DNA 1 kb (Thermo Ecientific™ GeneRuler™ 1 kb ONA ‘_adder) (P); plasmideo NATIVE
L-ASP pPICZaA N1 (1); produto de PCR NATIVE L-ASP pPICZaA N1 purificado (2); plasmideo NATIVE
L-ASP pPICZaA Ns (3); produto de PCR NATIVE L-ASP pPICZaA Nspurificado (4); plasmideo PARTIAL
L-ASP pPICZoA P:1 (5); produto de PCR PARTIAL L-ASP pPICZaA P: purificado (6); plasmideo
PARTIAL L-ASP pPICZaA Ps (7); produto de PCR PARTIAL L-ASP pPICZaA Ps purificado (8)
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3.1.2. Linearizacado dos plasmideos

Os plasmideos NATIVE L-ASP pPICZaA e PARTIAL L-ASP pPICZaA foram

linearizados com as enzimas de restricdo EcoRI, Xbal, EcoRI/Xbal e Sacl (Figura 34).
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Figura 34 - Digestédo de 1 ug dos plasmideos NATIVE L-ASP pPICZaA e PARTIAL L-ASP pPICZaA
com as enzimas de restricdo EcoRI, Xbal e Sacl em gel de agarose 1 %, 1X TAE, 100 V, 200 mA, 45
minutos. padrao DNA 1 kb (Thermo Scientific™ GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder) (P); plasmideo NATIVE
L-ASP pPICZaA digerido com EcoRI (1); plasmideo NATIVE L-ASP pPICZaA digerido com Xbal (2);
plasmideo NATIVE L-ASP pPICZaA digerido com EcoRI/Xbal (3); plasmideo NATIVE L-ASP pPICZaA
digerido com Sacl (4); plasmideo PARTIAL L-ASP pPICZoA digerido com EcoRI (5); plasmideo
PARTIAL L-ASP pPICZaA digerido com Xbal (6); plasmideo PARTIAL L-ASP pPICZaA digerido com
EcoRI/Xbal (7); plasmideo PARTIAL L-ASP pPICZaA digerido com Sacl (8)
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Apbs a reacdo de digestao, foi possivel observar a linearizacdo dos plasmideos
NATIVE L-ASP pPICZaA e PARTIAL L-ASP pPICZoA através da presenga de uma
banda em 4.681 pb e 4.624 pb, respectivamente, com as enzimas de restricdo EcoRl,
Xbal e Sacl. Ao utilizar as enzimas EcoRI/Xbal para dupla digestédo, foi possivel
observar a presenca de duas bandas, uma em 3.530 pb e outra em 1.151 pb ou 1.094
para os plasmideos NATIVE L-ASP pPICZaA e PARTIAL L-ASP pPICZaA,
respectivamente. Apés confirmacdo da linearizacdo dos pDNAs, o processo de
digestdo com Sacl foi escalonado em 5 vezes para linearizar 5 pg de cada pDNA
(Figura 35).
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Figura 35 - Digestédo de 5 ug dos plasmideos NATIVE L-ASP pPICZaA e PARTIAL L-ASP pPICZaA
com a enzima de restricdo Sacl em gel de agarose 1 %, 1X TAE, 100 V, 200 mA, 45 minutos. Padréo
1 kb (Thermo Scientific™ GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder) (P); plasmideo NATIVE L-ASP pPICZaA (1);
plasmideo PARTIAL L-ASP pPICZaA (2)
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Foi possivel observar a linearizagdo dos plasmideos NATIVE L-ASP pPICZaoA
e PARTIAL L-ASP pPICZaA através da presenga de uma banda em 4.681 pb e 4.624

pb, respectivamente, confirmando a linearizacdo dos pDNAs.

3.1.3. Transformacéo das células de K. phaffii

As células de K. phaffii X-33 transformadas com os pDNAs NATIVE L-ASP
pPICZoA e PARTIAL L-ASP pPICZaA ap6s descongelamento (Figura 36) e
transformadas a fresco (Figura 37) resultaram no crescimento de colénias em placas
de Petri contendo agar YPD suplementado com Zeocina.
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Figura 36 - Colbnias de K. phaffii X-33 a partir de células transformadas apés descongelamento
contendo 0s pDNAs resistentes a Zeocina (A) NATIVE L-ASP pPICZaA e (B) PARTIAL L-ASP pPICZaA

Figura 37 - Colbnias de K. phaffii X-33 a partir de células transformadas a fresco contendo os pDNAs
resistentes a Zeocina (A) NATIVE L-ASP pPICZoA e (B) PARTIAL L-ASP pPICZoA ap6s 10 dias de
incubacéo a 30°C

Ap6s 10 dias de incubacao a 30°C, foi observado o crescimento de 10 UFCs e
8 UFCs de K. phaffii X-33 transformadas com os pDNAs NATIVE L-ASP pPICZaA e
PARTIAL L-ASP pPICZaA, respectivamente, ap0s descongelamento das células de
K. phaffii X-33. Foi observado o crescimento de mais de 20 UFCs de K. phaffii X-33
transformadas com os pDNAs NATIVE L-ASP pPICZoA e PARTIAL L-ASP pPICZaA,
respectivamente, apds transformacao das células de K. phaffii X-33 a fresco. Embora
colénias de K. phaffii X-33 resistentes a Zeocina tenham crescido tanto nas células

transformadas apds descongelamento quanto para as células transformadas a fresco,
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foi possivel observar um aumento na quantidade de colénias produzidas nas células
de K. phaffi X-33 que foram transformadas a fresco em relacdo aquelas
transformadas apds descongelamento, confirmando que a transformacdo € mais

eficiente em células de K. phaffii X-33 preparadas a fresco.

3.2.Avaliacao do fenétipo dos transformados em meio sélido

Os clones de K. phaffii X-33 transformados apds descongelamento das células
e a fresco com os pDNAs NATIVE L-ASP pPICZaoA (Figura 38 e Figura 39) e PARTIAL
L-ASP pPICZaA (Figura 40 e Figura 41) resistentes a Zeocina selecionados foram
avaliados quanto ao seu crescimento em placas de Petri contendo agar MMH e MDH
para a avaliacdo do feno6tipo Mut* ou Muts.

Figura 38 - Confirmagdo do fendtipo Mut das colénias de K. phaffii X-33 transformadas apds
descongelamento com o pDNA NATIVE L-ASP pPICZaA resistentes a Zeocina (Nc 1-10) ap0s 2 dias
de incubacéo a 30°C (A) &gar contendo metanol em meio minimo (B) &gar contendo dextrose em meio
minimo. Controle Mut*: GS115/pPICZ/lacZ; controle Muts: GS115 HSA
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Figura 39 - Confirmacé&o do fen6tipo Mut das coldnias de K. phaffii X-33 transformadas a fresco com o
pDNA NATIVE L-ASP pPICZaoA resistentes a Zeocina (Nr 1-10) apés 2 dias de incubacado a 30°C (A)
agar contendo metanol em meio minimo (B) agar contendo dextrose em meio minimo. Controle Mut*:
GS115/pPICZ/lacZ; controle Muts: GS115 HSA

Figura 40 - Confirmagdo do fendtipo Mut das colénias de K. phaffii X-33 transformadas apds
descongelamento com o pDNA PARTIAL L-ASP pPICZaA resistentes a Zeocina (Pc 1-8) ap0s 2 dias
de incubagédo a 30°C (A) agar contendo metanol em meio minimo (B) agar contendo dextrose em meio
minimo. Controle Mut*: GS115/pPICZ/lacZ; controle Muts: GS115 HSA
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Figura 41 - Confirmacé&o do fen6tipo Mut das coldnias de K. phaffii X-33 transformadas a fresco com o
pDNA PARTIAL L-ASP pPICZaA resistentes a Zeocina (Pr 1-10) apos 2 dias de incubacao a 30°C (A)
agar contendo metanol em meio minimo (B) agar contendo dextrose em meio minimo. Controle Mut*:
GS115/pPICZ/lacZ; controle Muts: GS115 HSA

Os clones de K. phaffii X-33 transformados com os pDNAs NATIVE e PARTIAL
L-ASP pPICZaA selecionadas (Nc1-10, Nrl1l-10, Pcl-4,6-8 e Nf1-10) foram
confirmadas como Mut* por apresentarem crescimento em meio minimo contendo
metanol como fonte de carbono, comparado ao controle GS115/pPICZ/lacZ. O clone
de K. phaffii X-33 transformado com o pDNAs PARTIAL L-ASP pPICZaA Pc5 foi
confirmado como Mut® por ndo ter apresentado crescimento em meio minimo

contendo metanol como fonte de carbono.

3.3.Expresséo de L-asparaginase em K. phaffii X-33 recombinante

Os clones de K. phaffii X-33 contendo os pDNAs NATIVE L-ASP pPICZoA —
Ncl, Nc10, Nf5 e Nf7 - e PARTIAL L-ASP pPICZaA — Pc2, Pc3, Pf6 e Pf10 - foram
selecionados para a expresséo da enzima em meio liquido. A triagem inicial testando
os clones de K. phaffii X-33 transformados buscou determinar o meio de cultivo a ser
utilizado na expressao de L-asparaginase.

A quantificacdo da biomassa produzida na presenca dos meios de cultivo MM,
BMM e BMMY utilizados na inducéo revelou que a maior quantidade de biomassa foi
produzida quando os clones Nc1 (Figura 42A), Ncio (Figura 42B), Nfs (Figura 42C) e
Nfz (Figura 42D) foram cultivados nos meios de cultivo BMMY e MM, com menor

biomassa produzida no meio de cultivo BMM (exceto para o clone Nf7).
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Figura 42 - Perfil cinético da producdo da biomassa de K. phaffii X-33 transformada com NATIVE
pPICZaA inoculada nos meios de cultivo MM, BMM e BMMY sob indugdo de metanol, incubados a
30°C, 275 rpm, por 72 horas. Clone Nc1 (A); Clone Ncio (B); Clone Nfs (C); Clone Nf7 (D)
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A quantificacdo da biomassa produzida na presenca dos meios de cultivo MM,
BMM e BMMY utilizados na inducao revelou que a maior quantidade de biomassa foi
produzida quando os clones Pcz (41,2 mg/mL, Figura 43A), Pcs (44,2 mg/mL, Figura
43B), Pfs (35,8 mg/mL, Figura 43C) e Pfi0 (36,5 mg/mL, Figura 43D) foram cultivadas
no meio de cultivo BMMY, seguido de MM e BMM, apds 72 horas de inducdo da
expressdo com metanol na fase exponencial de crescimento celular.
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Figura 43 - Perfil cinético da producao da biomassa de K. phaffii X-33 transformada com PARTIAL
pPICZaA inoculada nos meios de cultivo MM, BMM e BMMY sob indugdo de metanol, incubados a
30°C, 275 rpm, por 72 horas. Clone Pc:z (A); Clone Pcs (B); Clone Pfs (C); Clone Pfio (D)
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A atividade de L-asparaginase quantificada no meio intracelular confirmou a

atividade bioldgica da enzima nas células dos clones Pcs (Figura 44A) e Pfs (Figura

44B), enquanto nédo foi detectada atividade enzimatica nos clones Pc2 e Pfio.
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Figura 44 - Curva de crescimento da atividade enzimatica da L-asparaginase de K. phaffii X-33
transformada com PARTIAL pPICZaA inoculado nos meios de cultivo MM, BMM e BMMY, incubados
a 30°C, 275 rpm, por 72 horas. Clone Pc3 (A); clone Pf6 (B)
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O maior valor de atividade de L-asparaginase quantificado pelo clone Pcs foi
obtido quando este foi cultivado no meio de expressdo BMMY, apresentando atividade
méaxima de 1,59 U/gcelula, proximo ao valor de 1,43 U/gceiua obtido quando foi cultivado
no meio de expressdo BMM. Por sua vez, o valor maximo de atividade de L-
asparaginase quantificado pelos clones testados foi obtido pelo clone Pr6 quando este
foi cultivado no meio de expressdo BMM, apresentando atividade maxima de 3,05
U/gceuia ap0s 48 horas de cultivo, sendo este o clone selecionado para os ensaios
seguintes.

Ndo foi observada atividade de L-asparaginase no meio extracelular,
guantificada no meio de cultivo para nenhum dos clones testados com as sequéncias
nativa e parcial da enzima. Embora os clones da sequéncia genética de L-
asparaginase parcial ndo tenham apresentado atividade enzimatica no meio
extracelular, foi possivel observar um aumento discreto nas absorbancias das
amostras em relacdo ao branco das amostras para os clones Pcs e Pfs. A escolha do
vetor pPICZaA teve como objetivo secretar a proteina de interesse através da adicéo
do peptideo sinal a, além da remocao dos primeiros 20 aminoacidos sinalizadores na
sequéncia genética da L-asparaginase de P. sizovae. Um gel de poliacrilamida em
condi¢cdes desnaturantes SDS-PAGE foi preparado com amostras de proteinas
secretadas pelo clone Pfse em meio extracelular apés 6, 24, 48 e 72 horas de cultivo

em comparacao a um clone com vetor vazio Pfio como controle negativo (Figura 45).
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Figura 45 - Gel de poliacrilamida em condi¢cdes desnaturantes SDS-PAGE 12 %, 120 V das proteinas
precipitadas no meio extracelular ap6s cultivo de K. phaffii X-33 em meio de expressdo BMMY coradas
com nitrato de prata. Padrdo comercial Precision Plus Protein Standards® Bio-Rad dual color (P); clone
Pfs apds 6 horas de indugéo (1); clone Pfs apds 24 horas de indugéo (2); clone Pfs apos 48 h de indugéo
(3); clone Pfs apds 72 horas de inducéo (4); controle negativo Pfio (5
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A analise do gel de poliacrilamida mostrou a presenca de uma proteina
expressa pelo clone PF6 que néo foi expressa pelo controle negativo PF10 entre 50 e
37 kDa, o0 que sugere a presenca de L-asparaginase no meio extracelular apesar da
sua atividade enzimatica nao ter sido detectada em ensaio quantitativo. Ferrara et al.
(2006) clonou e expressou o gene ASP3, que codifica a asparaginase tipo Il
periplasmatica, regulada por nitrogénio, de S. cerevisiae na levedura Pichia pastoris.
Em seu estudo, nenhuma atividade de asparaginase foi detectada no sobrendante do
cultivo, entretanto os ensaios usando suspensdes de células inteiras mostraram que
a enzima estava enderecada ao espaco periplasmico, apesar da sequéncia do sinal
de secrecdo (FERRARA; SEVERINO; MANSURE; MARTINS et al., 2006).
Similarmente, Rodrigues et al. (2019) clonou e expressou 0 mesmo gene ASP3 em
Pichia pastoris, e observou apenas a atividade de L-asparaginase periplasmatica. A
atividade da enzima extracelular foi nula, apesar da sua presencga confirmada por
SDS-PAGE, similar ao observado no presente estudo (RODRIGUES; PILLACA-
PULLO; TORRES-OBREQUE; FLORES-SANTOS et al., 2019). As proteinas
geralmente requerem proteinas auxiliares especificas, chaperonas, para auxiliar em
seu dobramento correto e para protegé-las da desnaturacéo e agregacgio. E provavel

que as chaperonas conservadas dentro do espaco periplasmatico seriam
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responsaveis pela protecéo das proteinas contra o estresse de dobramento (ALLEN;
PHAN; WAKSMAN, 2009). A eficiéncia da secrecdo depende ndo apenas da presenca
de motivos que direcionam a proteina heterologa para o meio de cultura, mas também
da natureza da estrutura da proteina. O sinal do fator a de S. cerevisiae é comumente
usado para direcionar a secrecao de proteinas heterélogas em P. pastoris. Como a L-
asparaginase Il € uma enzima periplasmica, é possivel que um dominio ainda nao
identificado de sua estrutura proteica possa interagir com a parede celular, impedindo
a secrecao da enzima (FERRARA; SEVERINO; MANSURE; MARTINS et al., 2006).
Portanto, € possivel que a enzima secretada no ambiente extracelular por P. pastoris
possa ter sofrido alguma modificacdo para uma forma inativa (RODRIGUES;
PILLACA-PULLO; TORRES-OBREQUE; FLORES-SANTOS et al, 2019).
Adicionalmente, Roldan et al. (2019) avaliaram a expressdo extracelular em
Glycoswitch® usando duas construcfes de cepas diferentes contendo o gene asnB
gue codifica para L-asparaginase de E. chrysanthemi com e sem His-tag, em que a
modelagem tridimensional da proteina sugere que estruturas adicionais (His-tag)
podem afetar adversamente a conformacédo nativa e 0 enovelamento da L-
asparaginase e, portanto, a expressdo e secrecdo celular desta enzima (ROLDAN;
LIMA; CABARCA; PESSOA et al., 2019).

3.4.Avaliacdo da interferéncia dos meios de cultivo na quantificacdo da
atividade de L-asparaginase e de proteinas totais

Um ensaio enzimatico foi realizado para verificar a interferéncia dos meios de
cultivo utilizados no cultivo do clone de K. phaffii X-33 frente a quantificacdo da
atividade de L-asparaginase utilizando o método do acido L-aspartil-B-hidroxamato
(Figura 46).



233

Figura 46 - Avaliacdo da interferéncia dos meios de cultivo MM, BMM e BMMY na quantificacao da
atividade de L-asparaginase
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N&o houve diferencga estatisticamente significativa (p < 0,05) entre valores da
atividade de L-asparaginase quantificados nos meios de cultivos MM, BMM e BMMY
antes e apds o cultivo com K. phaffii X-33. Nao houve diferenca estatisticamente
significativa (p < 0,05) na quantificacdo da atividade enzimatica entre o controle
positivo da enzima nativa em tampao tris-HCI 50 mM pH 8,6 e o meio de cultivo MM.
N&o houve diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os valores da
atividade de L-asparaginase quantificados nos meios de cultvo BMM e BMMY.
Entretanto, houve reducéo significativa na quantificacdo da atividade enzimatica entre
o controle positivo e os meios de cultivo BMM e BMMY. Os valores foram reduzidos a
aproximadamente metade daquele quantificado no controle, o0 que demonstra que os
meios de cultivo tamponados com fosfato de potassio subestimam a atividade
enzimatica quando o método do &cido L-aspartil-B-hidroxamato € utilizado para
quantificacdo de L-asparaginase no meio extracelular.

E possivel que a baixa atividade de L-asparaginase no meio extracelular dos
clones avaliados Pcs e Pfs tenho sofrido interferéncia dos meios de cultivos utilizados
e consequentemente ocasionado significativa reducdo na quantificacdo enzimatica.

Adicionalmente, amostras de cada meio de expressédo apds o cultivo com K.

phaffii X-33 foram avaliadas frente a quantificacdo de proteinas totais pelo método do
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BCA. Foi observado que o meio de cultivo BMMY produziu uma intensa coloracao
purpura, indicativa de presenca de proteinas (dados néo foram quantificados). Esta
interacdo pode ter resultado da reducdo das proteinas presentes no extrato de
levedura que constitui o meio de cultivo BMMY, o que torna este meio de cultivo um

interfente na quantificacéo de proteinas totais.

3.5.Confirmacgéo do fend6tipo dos transformados por PCR

O método da PCR de colbnia para triagem direta do fendtipo dos clones de K.
phaffii promoveu a lise de células, em que o gDNA foi utilizado diretamente como
template para a PCR. A analise dos integrantes de K. phaffii por PCR revelou a
presenca de clones contendo a L-asparaginase com fenétipo Mut* e Mut’, assim como
identificou clones contendo o plasmideo sem o gene de L-asparaginase. Para
integrantes Mut+ é possivel visualizar duas bandas: uma correspondente ao tamanho
do gene da L-asparaginase (1.183 pb para a enzima nativa e 1.089 pb para a enzima
parcial) com o tamanho do produto de PCR pPICZaA utilizando o primer 5> AOX1 (588
pb) e a outra correspondendo ao gene AOX1 (aproximadamente 2,2 kb). A
amplificacéo da regido ITS1 e ITS4 foi utilizada como controle positivo de extracao de
gDNA.

Um teste inicial de PCR de colénia para confirmacdo do fendtipo dos
transformados selecionados para expressédo da L-aparaginase (Nci, Ncio, Nfs, Nf7,
Pcz, Pcs, Pfs e Pfio) foi realizada a fim de validar o experimento (Figura 47). Todos os
clones testados, exceto Nf7, amplificaram a regido ITS com o uso dos primers ITS1 e
ITS4 como controle positivo, comprovando a extracdo do gDNA no preparo nas
amostras. Dentre os clones de K. phaffii X-33 integrados com NATIVE L-ASP
pPICZaA transformados a partir das células previamente congeladas (Nc) e a fresco
(Nf), ndo possivel visualizar nenhuma banda correspondente a presenca do pDNA.
Dentre os clones de K. phaffii X-33 integrados com PARTIAL L-ASP pPICZaA
transformados a partir das células previamente congeladas (Pc) e a fresco (Pf), os
clones Pc2 e Pfio apresentaram uma banda discreta em 2,2 kb, sugestiva de
integracdo do plasmideo sem o gene da L-asparaginase. O clone Pcs apresentou uma
banda discreta em aproximadamente 1.677 pb, considerado como Muts, enquanto o
clone Pfe apresentou duas bandas: uma com aproximadamente 2,2 kb e outra com

aproximadamente 1.677 pb, correspondentes aos tamanhos dos genes AOX1 e L-
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asparaginase amplificado com o primer 5° AOX1, respectivamente, identificado como
Mut*.

Figura 47 - PCR de coldnia dos clones de K. phaffii X-33 integrados com NATIVE e PARTIAL L-ASP
pPICZaA transformados a partir de células previamente congeladas e a fresco em gel de agarose 0,8
%, 1X TAE, 100 V, 200 mA, 40 minutos. Padr&o 1 kb Thermo Scientific™ GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
(P); Produtos de PCR utilizando os primers 5 e 3 AOX1 (A). Produtos de PCR utilizando os primers
ITS1 e ITS4 como controle positivo (B)

6000 pb
3000 pb
2000 pb
1500 pb
1000 pb |

6000 pb
3000 pb
2000 pb
1500 pb
1000 pb

Dentre os clones de K. phaffii X-33 integrados com NATIVE L-ASP pPICZaA
transformados a partir das células previamente congeladas (Nc), apenas 3/10 clones
(Nc2, Ncs e Ncs) foram identificados como Mut* por terem apresentado duas bandas
na visualizagdo do gel: uma com aproximadamente 2,2 kb e outra com
aproximadamente 1.771 pb, correspondentes aos tamanhos dos genes AOX1 e L-
asparaginase amplificado com o primer 5 AOX1, respectivamente. O clone Ncs foi
identificado como Mut® por ter apresentado apenas uma banda na visualizag&o do gel

com aproximadamente 1.771 pb. Os clones Nci1, Nces, Ncs, Nco e Ncio integraram o
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plasmideo, porém néo integraram o gene da L-asparaginase no genoma da K. phaffii
X-33 (Figura 48).

Figura 48 - PCR de colbénia dos clones de K. phaffii X-33 integrados com NATIVE L-ASP pPICZaA
transformados a partir de células previamente congeladas (Nci1-Ncio) em gel de agarose 0,8 %, 1X TAE,
100 V, 200 mA, 40 minutos. Padréo 1 kb Thermo Scientific™ GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (P);
Produtos de PCR utilizando os primers 5’ e 3° AOX1 (A). Produtos de PCR utilizando os primers ITS1
e ITS4 como controle positivo (B)
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Dentre os clones de K. phaffii X-33 integrados com NATIVE L-ASP pPICZaA
transformados a partir das células frescas (Nf), apenas 3/9 (Nfi, Nf2 e Nfs) foram
identificados como Mut* por terem apresentado duas bandas na visualizagéao do gel:
uma com aproximadamente 2,2 kb e outra com aproximadamente 1.771 pb,
correspondentes aos tamanhos dos genes AOX1 e L-asparaginase amplificado com
o primer 5> AOX1, respectivamente. Os clones Nfs, Nfs, Nfs, Nf7, Nfs e Nfo integraram
o plasmideo, porém néo integraram o gene da L-asparaginase no genoma da K. phaffii
X-33 (Figura 49).
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Figura 49 - PCR de colbnia dos clones de K. phaffii X-33 integrados com NATIVE L-ASP pPICZaA
transformados a partir de células frescas (Nci-Nco) em gel de agarose 0,8 %, 1X TAE, 100 V, 200 mA,
40 minutos. Padrdo 1 kb Thermo Scientific™ GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (P); Produtos de PCR
utilizando os primers 5 e 3' AOX1 (A). Produtos de PCR utilizando os primers ITS1 e ITS4 como
controle positivo (B
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Dentre os clones de K. phaffii X-33 integrados com PARTIAL L-ASP pPICZoA transformados a
partir das células previamente congeladas (Pc), apenas 2 clones (Pcs e Pcs) foram identificados como
Mut* por terem apresentado duas bandas na visualizacéo do gel: uma com aproximadamente 2,2 kb e
outra com aproximadamente 1.677 pb, correspondentes aos tamanhos dos genes AOX1 e L-
asparaginase amplificado com o primer 5 AOX1, respectivamente. Os clones Pcs e Pcs foram
identificados como Muts por terem apresentado apenas uma banda na visualizacdo do gel com
aproximadamente 1.677 pb. O clone Pc7 integrou o plasmideo, porém nédo integrou o gene da L-
asparaginase no genoma da K. phaffii X-33 (Figura 50).
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Figura 50 - PCR de colbnia dos clones de K. phaffii X-33 integrados com PARTIAL L-ASP pPICZaA
transformados a partir de células previamente congeladas (Pcs, Pca, Pcs, Pc7 e Pcg) em gel de agarose
0,8 %, 1X TAE, 100 V, 200 mA, 40 minutos. Padrdo 1 kb Thermo Scientific™ GeneRuler™ 1 kb DNA
Ladder (P); Produtos de PCR utilizando os primers 5" e 3> AOX1 (A). Produtos de PCR utilizando os
primers ITS1 e ITS4 como controle positivo (B)
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Dentre os clones de K. phaffii X-33 integrados com PARTIAL L-ASP pPICZaA
transformados a partir das células frescas (Pf), trés (Pf1, Pf2 e Pfs) foram identificados
como Mut* por terem apresentado duas bandas na visualizacdo do gel: uma com
aproximadamente 2.2 kb e outra com aproximadamente 1.677 pb, correspondentes
aos tamanhos dos genes AOX1 e L-asparaginase amplificado com o primer 5° AOX1,
respectivamente. Nao foi possivel observar duas bandas indicativas de fenétipo Mut*
no clone Pfe neste experimento, ao contrario do observado no experimento anterior.
Os clones Pfs, Pfs, Pfs, Pfo, Pfio, Pfi1, Pfi2, Pfis e Pfis integraram o plasmideo,
confirmado pela presenca de uma banda em 2.2 kb, porém n&o integraram o gene da
L-asparaginase no genoma da K. phaffii X-33 (Figura 51).
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Figura 51 - PCR de colbnia dos clones de K. phaffii X-33 integrados com PARTIAL L-ASP pPICZaA
transformados a partir de células frescas (Pfi-Pfis) em gel de agarose 0,8 %, 1X TAE, 100 V, 200 mA,
40 minutos. Padrdo 1 kb Thermo Scientific™ GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (P); Produtos de PCR
utilizando os primers 5 e 3' AOX1 (A). Produtos de PCR utilizando os primers ITS1 e ITS4 como
controle positivo (B
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A Tabela 44 apresenta um resumo dos fenotipos de todos os transformados de

K. phaffii X-33 confirmados por PCR de colbnia.



Tabela 44 - Fenotipos dos clones de K. phaffii X-33

Clone Fendtipo Clone Fenotipo
Nc1 NI Pcs Muts
Nc2 Mut* Pca Muts
Nc3 Mut* Pcs Mut*
Ncs Mut* Pc7 NI
Ncs Mut® Pcs Mut*
Ncs NI Pf1 Mut*
Ncz - Pf2 Mut*
Ncs NI Pfs NI
Nco NI Pfa Mut*
Ncio NI Pfs NI
Nf1 Mut* Pfe Mut*
Nf2 Mut* Pf7 -
Nf3 NI Pfs NI
Nfs Mut* Pfy NI
Nfs NI Pf1o NI
Nfes NI Pfi1 NI
Nfz NI Pfi2 NI
Nfs NI Pfi3 NI
Nfo NI Pf14 NI
Pfis NI

NI: ndo integrado

3.6.Projecao da estrutura molecular da L-asparaginase de P. sizovae
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As sequéncias de proteinas das L-asparaginases foram analisadas e revelaram

gue o fungo filamentoso P. sizovae contém uma enzima com homologia com seus

representantes bacterianos.

Ao realizar um alinhamento da sequéncia de aminoacidos, proteina-proteina,

na base de dados de proteinas ndo redundantes (nr), a maior identidade (95,29 %)

encontrada foi com uma proteina hipotética de P. steckii. Essa identidade esta

relacionada ao numero de aminoacidos em comum entre as duas sequéncias, € no

caso da L-asparaginase de P. steckii, esta ainda nao foi identificada até a atual data.
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Todas as outras principais proteinas encontradas no banco de dados de proteinas néo
redundantes se encontram na mesma situacdo. Até mesmo a arvore filogenética
dessa especifica proteina sequenciada ndo demonstra proximidade com outras
proteinas que ja tenham sido identificadas além da predicdo baseada em sequéncias
gendmicas nesse banco de dados.

A comparacdo com proteinas que ja tenham sido mais bem estudadas, com
alguma caracteristica estrutural ja elucidada foi realizada para fins de determinacgéo
de estrutura secundaria ou terciaria. Foi observada queda de similaridade entre as
sequéncias, entretanto, dentre as proteinas ja cristalizadas, as mais proximas s&o
aguelas com atividade de L-asparaginase ou glutaminase, o que denota conservacao
do sitio catalitico. A L-asparaginase cristalizada mais similar a sequéncia de P.
sizovae € a sintetizada pelo microrganismo Dickeya chrysanthemi (sin. Erwinia
chrysanthemi). A arvore filogenética baseada na comparacdo da proteina
sequenciada do P. sizovae e das outras proteinas que ja possuem estrutura
cristalografica definida, mostra uma maior distancia evolutiva, quando comparado com
as proteinas obtidas no banco de dados de proteinas ndo redundantes (Figura 52),
mas possui maior correlacdo com o percentual de similaridade obtido com as

proteinas do Protein Data Bank (pdb).
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Figura 52 - Arvore filogenética baseada na sequéncia da L-asparaginase de P. sizovae comparada a
proteinas que ja possuem a estrutura cristalografica elucidada. Distancia evolucionaria de Grishin
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Existem diversos pontos conservados na proteina de P. sizovae quando

comparado com as moléculas do Protein Data Bank. Os dominios conservados de

sitios ativos (comparacao com as estruturas do Protein Data Bank de melhor match),

de interfaces homodimérica e homotetramérica estédo apresentados na Figura 53. Pelo

grau de conservacdo observado nessas estruturas, pode-se inferir que a L-
asparaginase de P. sizovae deve ter atividade de asparaginase tipo Il (periplasmatica,

com maior atividade de L-asparaginase em relacao a atividade de glutaminase). Além

disso, € provavel gue seja, assim como diversas das L-asparaginases identificadas,

um dimero-dimero, ou seja um tetramero.
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Figura 53 - Dominios conservados da L-asparaginase de P. sizovae quando comparado com as
moléculas do Protein Data Bank. Os triangulos presentes nas linhas indicadas pelas setas mostram os
dominios conservados e associados com o sitio ativo e com as interfaces poliméricas da proteina
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| Search for simitar domain architectures | @ | Refine search | @

List of domain hits

\ Name Description Interval E-value
i asnASE_II L-asparaginase, type II; Two related famikes of asparaginase (L-asparagmne amwdohydrolase, EC 48-377  9.58e-131
i+ L-asparaginase_lI Type Il (periplasmic) bacterial L-asparag A 0 ( EC.351.1) 52.373  4.30e-121%
i Asparaginase Asparaginase, found in various plant, animal and bacterial cells; Asparaginase catalyses the 54.372 5.75e-110
] AnsA L-asparaginase/archaeal Glu-tRNAGIn amedotransferase subunit D [Translation, ribosomal 40-379  222e-104
i ansB L-asparaginase Il Provisional §1-376 285¢-98
i Asparaginase plan Asparaginase, N-terminal; This is the N-terminal domain of this enzyme 54-249 5.03e-69

As afirmativas sobre os sitios ativos e sobre as interfaces poliméricas sao
baseadas na comparacao dos residuos conservados e comparados com as estruturas
gue sao conhecidas das proteinas ja cristalizadas. A Figura 54 mostra o alinhamento
e o0s residuos conservados da L-asparaginase de P. sizovae e as outras
asparaginases ja conhecidas de outros microrganismos. A B demonstra que existe um
razoavel grau de conservacdo em alguns sitos, mas nédo todos os ja descritos nas
proteinas ja elucidadas, o que pode denotar diferenca de atividade. A proteina de
maior similaridade (pdb 1HFJ_A), baseada em uma s6 cadeia, é a L-asparaginase de
Dickeya chrysanthemi (na imagem aparece a sinonimia Pectobacterium

chrysanthemi), um tetramero.



244

Figura 54 - Alinhamento das L-asparaginases cristalizadas depositadas em banco de dados com a
enzima de P. sizovae. Em amarelo estdo os residuos conservados das interfaces homotetraméricas:
sitio ativo (A); interface de homodimero [sitio de ligacdo do polipeptideo] (B); interface de
homotetramero [sitio de ligag&o do polipeptideo] (C).
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Neste ponto, com os dominios conservados conhecidos e tendo homdlogos

possiveis definidos, passamos para o ponto de predicdo da estrutura tridimensional

(estruturas secundaria e terciaria) da L-asparaginase de P. sizovae.
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4. CONCLUSAO

A sequéncia do gene da L-asparaginase do fungo filamentoso P. sizovae
isolado do solo do Cerrado do Centro-Oeste brasileiro foi identificada por homologia
as sequéncias provaveis de L-asparaginase depositadas em bancos de dados das
espécies P. citrinum e P. steckii pertencentes a mesma classe Citrina que P. sizovae.
O gene nativo e parcial (com deplecdo dos primeiros 20 aminoacidos) da L-
asparaginase foi clonado na levedura K. phaffii com vetor pPICZaA a fim de obter uma
expressdo heteréloga extracelular incrementada de enzima. A atividade biolégica da
L-asparaginase parcial foi preservada intracelularmente, em menor valor para o clone
Muts testado (1,59 U/gceiuia) € em maior nivel para o clone Mut* testado (3,05 U/gcélula)
em meio de cultivo BMM. A L-asparaginase nao foi detectada no meio extracelular
apesar da remocao dos primeiros 20 aminoacidos que direcionam a enzima ao espaco
periplasmatico e adi¢cdo do fator a de S. cerevisiae, embora sua presenca ter sido
confirmada por SDS-PAGE. E possivel que a enzima tenha sofrido alguma
modificagdo para uma forma inativa devido a auséncia de chaperonas conservadas
dentro do espaco periplasmético responsaveis pela protecado das proteinas contra o
estresse de dobramento, desnaturacéo e agregacao. O pl tedrico da L-asparaginase
de P. sizovae é de 4,93 e sua massa molecular tedrica, calculada a partir da hipétese
de se ser uma proteina tetramérica, é de 160.292 kDa.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

O presente trabalho teve como objetivo principal avaliar o potencial
biotecnoldgico de fungos filamentosos isolados de diferentes amostras do Cerrado do
Centro-Oeste Brasileiro frente a producéo de L-asparaginase de interesse industrial e
farmacéutico.

Vinte e duas espécies fungicas isoladas do solo e dezoito espécies fungicas
isoladas de folhas de plantas do Cerrado do Centro-Oeste brasileiro foram
selecionadas para as triagens qualitativa em meio sdélido e quantitativa em
fermentacao submersa da producao de L-asparaginase. Das cinco espécies nas quais
foram obtidos os maiores niveis de atividade da L-asparaginase, trés espécies que
obtiveram os menores valores de atividade da glutaminase foram selecionadas.
Destas, duas foram identificadas por técnicas de biologia molecular como P. sizovae
e Fusarium proliferatum. O planejamento estatistico por Plackett-Burman visou a
triagem de fatores essenciais ao crescimento fangico (fontes de carbono, fontes de
nitrogénio, temperatura e tamanho do indculo) para incrementar a produtividade da
enzima. Os maiores niveis de atividade de L-asparaginase obtidos por F. proliferatum
e P. sizovae no planejamento experimental Plackett-Burman Design foram 1,86 + 0,12
U/mL e 3,68 + 0,14 U/mL, respectivamente. Concluiu-se que F. proliferatum produz
mais L-sparaginase em meio rico de fonte de carbono (glicose e extrato de malte) com
a maior quantidade de in6culo, enquanto P. sizovae produz mais L-asparaginase em
meio de cultivo pobre em fonte de carbono (auséncia de glicose, sacarose e extrato
de malte) com a menor quantidade de indculo, concluindo que estas fontes de carbono
atuam como repressoras da sintese enzimatica. A comparacdo dos parametros
cinéticos calculados antes e ap0s o planejamento experimental revelou que a selecdo
dos fatores que influenciam na producéo de L-asparaginase por Plackett-Burman
Design aumentou a produtividade da enzima 3 vezes por F. proliferatum e 4 vezes por
P. sizovae, aumentou o rendimento da enzima especifica 6 vezes por F. proliferatum
e 5 vezes por P. sizovae e o fator de converséo de biomassa na enzima aumentou 6
vezes em F. proliferatum, enquanto P. sizovae aumentou 10 vezes, portanto, esta
espécie foi selecionada como a melhor produtora de L-asparaginase.

A avaliacdo do método mais eficiente para o rompimento celular visou promover

maior liberagdo da L-asparaginase do espaco periplasmatico para o meio extracelular.
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O método mecanico por maceracao do micélio com gral e pistilo liberou mais enzima
do que o método fisico por sonicagéo, o que foi comprovado por visualizacdo de uma
maior destruicdo dos conidésporos de P. sizovae em imagens de microscopia
eletronica de varredura.

O extrato bruto de P. sizovae foi submetido a métodos n&do cromatograficos de
precipitacdo de proteinas por adicdo de solvente organico (acetona e metanol) e
sulfato de amodnio a fim de purificar a L-asparaginase nativa. A enzima foi semi-
purificada, apresentando aproximadamente 40,7 kDa por emprego dos métodos
cromatograficos de gel filtracdo seguida de troca ibnica.

A sequéncia genética da L-asparaginase de P. sizovae foi identificada por
homologia a sequéncias de espécies fungicas da mesma classe taxonémica (P.
citrinum e P. steckii). O vetor pPICZaA com o fator a para expressédo secretada foi
selecionado para inser¢cdo do gene da enzima de interesse em sua sequéncia nativa
e pacial, sendo esta com deplecdo dos 20 primeiros aminoacidos, transformado em
células de K. phaffii X-33, sendo este o primeiro trabalho publicado sobre clonagem
do gene da L-asparaginase de um fungo filamentoso em uma levedura, tornando-o
inédito. O clone selecionado apresentou atividade da L-asparaginase em células (3,05
U/gceiula) Cinco vezes superior aquela obtida pelo fungo nativo na triagem inicial (0,6
U/gceiula), entretanto as células de K. phaffii ndo foram submetidas a nenhum método
de rompimento celular, que visa liberar a enzima do meio intracelular, ou de otimizagéo
de meio de cultivo para expressao, que objetivam incrementar a producao da enzima.

A comparacao com proteinas ja cristalizadas que ja tenham sido depoitadas
em bases de dados foi realizada a fim de determinar a estrutura secundaria ou terciaria
da L-asparaginase de P. sizovae, em que as mais proximas sdo aquelas com atividade
de L-asparaginase ou glutaminase, o que denota conservacgao do sitio catalitico. A L-
asparaginase cristalizada mais similar a sequéncia de P. sizovae € a sintetizada pelo
microrganismo Dickeya chrysanthemi (sin. Erwinia chrysanthemi). Pelo grau de
conservagao observado de sitios ativos nessas estruturas, pode-se inferir que a L-
asparaginase de P. sizovae tenha atividade de asparaginase tipo Il (periplasmatica,
com maior atividade de L-asparaginase em relagéo a atividade de glutaminase) e que
seja um dimero-dimero, ou seja um tetramero. A computacdo do pl tedrico da L-
asparaginase parcial de P. sizovae € de 4,93 e sua massa molecular tedrica é de
40073,46 Da, que por se tratar de uma proteina tetramérica, estima-se que sua massa

molecular seja de 160 kDa.
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Este trabalho demonstrou que produtores de L-asparaginase de origem
eucariotica, tais como P. sizovae e F. proliferatum, com baixa atividade de glutaminase
isolado de um hotspot de biodiversidade global podem levar a uma potencial producéo
da enzima L-asparaginase com caracteriticas funcionais desejadas para uma melhoria
nas aplicacdes terapéuticas de LLA. Além de ser a primeira vez que sera relatado na
literatura a producédo heteréloga da enzima L-asparaginase de fungo filamentoso por
K. phatffii.

No entanto, dar continuidade na avaliacdo dos clones obtidos neste estudo é
necessario, assim como dar sequencia a purificacdo e caracterizacdo da enzima
clonada em K. phaffii, a fim de determinar pH 6timo, temperatura 6tima, massa molar,
estabilidade térmica e parédmetros termodinamicos — AG, AH e Ea da enzima.
Adicionalmente, avaliar a citotoxicidade da L-Asparaginase em células normais e

leucémicas humanas, identificando as concentracées que causam morte celular.
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