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RESUMO

BIASOTO, H. P. Expressdo da L-asparaginase |l de Saccharomyces
cerevisiae recombinante extracelular com glicosilacdo humanizada em
Pichia pastoris. 2019. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2019.

L-asparaginase € um inibidor eficiente do crescimento tumoral, usado
em sessdes de quimioterapia contra a Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA),
resultando na remisséo completa da doenca em 90% dos pacientes tratados. A
L-asparaginase 1l de Saccharomyces cerevisiae (ScASNasell) tem alto
potencial de superar os efeitos adversos da L-asparaginase de bactéria, porém
sua producdo enddégena resulta em uma proteina hipermanosilada e,
conseguentemente, imunogénica. A cepa de Pichia pastoris Glycoswitch tem a
maquinaria para expressar e secretar altas quantidades de enzima com
glicosilacdo humanizada. Nesse trabalho, descrevemos o processo genético
para expressar a ScASNasell no meio extracelular pela P. pastoris
Glycoswitch, e também os parametros bioquimicos, perfil cinético,
citotoxicidade contra células leucémicas e a interferéncia da glicosilacdo na
atividade da enzima obtida. Nossos dados mostram que a cepa aplicada foi
capaz de expressar ScCASNasell no meio extracelular passivel de purificacdo
de proteinas contaminantes com apenas um passo cromatografico. A atividade
especifica para asparagina foi 218,2 Ul/mg e a atividade glutaminasica
representou 3,1% da atividade asparaginasica. Os parametros cinéticos foram
Km = 120,5 UM e a eficiéncia catalitica de 3,8 x 10° M-1s1. Andlises por meio de
gel nativo sugerem uma conformacdo tetramérica de aproximadamente 150
kDa. Essa é uma nova estratégia de produzir essa enzima de forma
extracelular, com mais facilidade de purificacdo e com melhores propriedades

biotecnoldgicas.

Palavras-chave: leucemia linfoide aguda, asparaginase, Saccharomyces
cerevisiae, proteina recombinante, Pichia pastoris, expressao extracelular,

purificacdo enzimatica.



ABSTRACT

BIASOTO, H. P. Extracellular expression of Saccharomyces cerevisiae’s L-
asparaginase Il in Pichia pastoris with humanized glycosylation. 2019.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
de S&o Paulo, S&o Paulo, 2019.

L-asparaginase is an efficient inhibitor of tumor development, used in
chemotherapy sessions against acute lymphoblastic leukemia (ALL) tumor cell;
its use results in 90% complete remission of the disease in treated patients.

Saccharomyces cerevisiae’s L-asparaginase |l (ScASNasell) has a high

potential to overcome the side effects of bacteria L-asparaginase, but the
endogenous production of it results in hypermannosylated immunogenic

enzyme. However, Pichia pastoris Glycoswitch strain has the machinery to

express and secrete high quantity of the enzyme and with humanized
glycosylation. Here we describe the genetic process to acquire the ScASNasell
in the extracellular medium expressed by P. pastoris Glycoswitch, and the
biochemical properties of the resultant enzyme, kinetic profile, cytotoxicity
against ALL cell line and the interference of glycosylation in its activity. Our data
show that the strain employed is able to express extracellular asparaginase
active and possible to be purified of contaminant proteins using a single
chromatographic step. The specific activity using asparagine was 218.2 IlU.mg!
and the glutaminase activity represents 3.1% of its asparaginase activity. The
kinetics parameters were Ku=120.5 uM and a catalytic efficiency of 3.8x10°> M-
1s1, The Native-PAGE suggested a tetrameric protein conformation, with
approximately 150 kDa. This is a novel strategy to produce this enzyme
extracellularly, easier to purify and with better biotechnological properties.

Keywords: acute Ilymphoid leukemia, asparaginase, Saccharomyces

cerevisiae, recombinant protein, Pichia pastoris, extracellular expression,

enzyme purification.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

1.1 A Leucemia Linfoblastica Aguda

Na medula 6ssea ocorre a hematopoese, que € responsavel pela
proliferacdo de células sanguineas, como eritrocitos, linfécitos, macrofagos,
etc, um processo finamente controlado (HAYASHI; SEZAKI; TAKIZAWA, 2019).
A leucemia €& a alteracdo desse processo em que ocorre proliferacdo
descontrolada de células imaturas e pode ter origem genética e hereditaria,
mas também pode ter causa imunoldgica, epigenética ou ser acarretada por
fatores ambientais, como exposicdo a radiacdo e a reagentes quimicos
(INABA; GREAVES; MULLIGHAN, 2013). Os subtipos de leucemia sao:
Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA), Leucemia Linfoblastica crénica, Leucemia
Mieloide Aguda e Leucemia Mieloide Crbénica. O acumulo de células
indiferenciadas culmina na caréncia de células normais que pode causar
anemia, infeccBes e hemorragia (HAMERSCHLAK, 2008; NATIONAL CANCER
INSTITUTE, 2013).

A LLA é um tipo de leucemia que acomete principalmente criangas e
adolescentes e pode ser de origem de linfocitos B (LLA-B) ou linfocitos T (LLA-T).
Ha uma maior prevaléncia dessa doenca em homens, sendo aproximadamente 1,2
vezes mais provavel para homem adquirir LLA-B (KATO; MANABE, 2018) e o
dobro para LLA-T (DORES et al., 2012).

As alteracBes genéticas para essa neoplasia sdo diversas; a maioria
envolve alteracdes do nimero de cromossomos, transloca¢des e mutagcao, que
podem gerar pior prognostico (HUNGER; MULLIGHAN, 2015; HEFAZI;
LITZOW, 2018). Dessa forma, os casos de LLA-B e LLA-T sdo divididos em
subtipos (HOELZER, 2015; ROBERTS; MULLIGHAN, 2015), com alteragédo no
protocolo de tratamento.

A maioria dos casos é de LLA-B e dentre essas, 25 a 30% dos casos tem
hiperploidia (mais de 50 cromossomos) devido ao ganho nao aleatério de
Cromossomos, sendo 0 cromossomo 21 presente em trissomia ou tetrassomia em
mais de 90% dos casos de hiperploidia (KATO et al., 2014). Os casos de LLA-B
geralmente sdo considerados com bom prognéstico (MOORMAN et al., 2003;

KATO et al., 2014). Os casos de hipoploidia (menos de 44 cromossomos) ocorrem
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em 2 a 3% dos casos de LLA-B e tém um péssimo prognéstico (NACHMAN et al.,
2007). Para esses casos € recomendado o transplante de células tronco alogénicas
(KATO; MANABE, 2018).

Dentre as translocacdes (t) nos pacientes pediatricos com LLA, trés se
destacam: ETV6-RUNX1 com frequéncia de 15-25%, causado pela
t(12;21)(p13;922) (GOLUB et al., 1995); a segunda mais frequente é a TCF3-
PBX1, que é causada pela t(1;19)(g23;p13) e acomete 5-10% dos casos; por
altimo, a t(9;22)(q34;q11) que acarreta na formagédo do cromossomo Filadélfia
(Ph) com o pior prognéstico, devido a fusdo BCR-ABL1, e acomete 3-5% dos
pacientes (KATO; MANABE, 2018). A idade é um fator a se considerar no
prognéstico, de forma que o cromossomo Ph é mais comum em adultos jovens
do que em crian¢gas (ROBERTS; MULLIGHAN, 2015).

O tratamento da LLA no Brasil segue o protocolo do Grupo Europeu
Berlim-Frankfurt-Minster (BFM) desde 1982 para criancas até 15 anos de
idade (MINISTERIO DA SAUDE, 2001). Os adultos jovens tem tratamento
diferenciado com reducdo na dosagem de diversos medicamentos devido a
toxicidade; porém, pesquisas internacionais mostram que o tratamento com
protocolo infantil para adultos jovens € mais eficaz (BOISSEL et al., 2003;
STOCK et al., 2008; BOISSEL; BARUCHEL, 2018; MUFFLY et al., 2018). O
Brasil segue a tendéncia internacional, pois 0 protocolo para adultos jovens é
minimamente alterado em relacdo ao protocolo infantil (LUDWIG et al., 1998;
MINISTERIO DA SAUDE, 2002). A enzima L-asparaginase (ASNase) é
utilizada como um dos componentes chave da terapia em quase todos 0s
protocolos (infantil e adulto jovem).

1.2. A L-asparaginase

A ASNase (EC 3.5.1.1) é uma hidrolase que catalisa a reacdo de
desaminacédo da L-asparagina (Asn), resultando em aspartato (Asp) e amonio
(Figura 1). Essa enzima esta presente em diversos organismos (BATOOL et

al., 2015) devido a sua importancia na captacao de nitrogénio.
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i i
HoN Hz0 -0
i W/\KJ\OH > Y Y OH + NHS
O NH, |L-asparaginase | O NH,
L-asparagina Aspartato
O (@) O O
H20 i
HoN OH » HO OH + NH4
NH, |L-asparaginase ‘ NH
i 2
L-glutamina Glutamato

Figura 1: Reac&o catalisada pela ASNase. Adaptado de NARTA et al. 2007.

A descoberta dessa enzima se deu em 1922 quando Clementi reportou
alta atividade asparaginasica no soro de porquinho-da-india (Cavia porcellus)
(revisdo em KRISHNAPURA; BELUR; SUBRAMANYA, 2016). Em 1953, Kidd
(KIDD, 1953) demonstrou que administrando o soro do porquinho-da-india em
ratos com linfoma, ocorria uma regressao no tamanho do tumor. S6 em 1963,
Broome (BROOME, 1963) demonstrou que essa atividade antineoplasica era
devido a presenca da atividade asparaginasica no soro do porquinho-da-india.
Esses reportes iniciaram pesquisas para caracterizar a ASNase do porquinho-
da-india (TOWER; PETERS; CURTIS, 1963; SULD; HERBUT, 1965). Em 1964
Mashburn e Wriston demonstraram a mesma atividade antineoplasica da
ASNase purificada de Escherichia coli (MASHBURN; WRISTON, 1964). Pela
facilidade biotecnolégica da producdo, em 1966 foi possivel o primeiro teste
clinico que utilizou ASNase de E. coli como parte do protocolo (DOLOWY et al.,
1966). Até entdo diversas fontes de ASNase tinham sido identificadas (BOYD
et al.,, 1971) e a ASNase se tornou um marco no tratamento da LLA, pois apos
a sua introducdo como parte do protocolo, o indice de remissdo completa da
doenca aumentou de 20 para 90% (MULLER; BOOS, 1998; KATO; MANABE,
2018).
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Essa enzima passou a ser muito estudada, e foi descoberto que a
bactéria E. coli apresentava duas proteoformas com atividade asparaginasica.
Classificadas como bacterianas do tipo | e tipo I, elas tém diferencas
estruturais, de expressao, e de caracteristicas bioquimicas. As do tipo | podem
ser encontradas em diferentes estados de oligomerizacéo, residem no citosol,
Sao expressas constitutivamente, geralmente tém afinidade baixa para a Asn e
fazem parte do metabolismo da célula. As do tipo Il geralmente sé&o
encontradas na forma tetramérica, sdo secretadas para o periplasma (regido
entre membrana plasmatica e parede celular) e sdo expressas durante a
privacao de nutrientes, especialmente nitrogénio. Contudo, as do tipo Il tém alta
afinidade para Asn, o que as tornam viaveis para aplicacdo terapéutica devido
a baixa concentracdo de Asn no soro humano (CAMPBELL et al., 1967,
EMADI; ZOKAEE; SAUSVILLE, 2014). Uma caracteristica das enzimas do tipo
Il € a atividade glutaminasica mais expressiva em relacdo as do tipo I. Essa
classificacdo foi feita para as enzimas bacterianas, mas também s&o
comumente aplicadas as enzimas fungicas por apresentarem semelhancas
estruturais. Outras fontes como as asparaginases de plantas e humanas néo
seguem essa classificacdo por apresentarem diferencas estruturais e
funcionais muito grandes (BOREK; JASKOLSKI, 2001). A ASNase humana n&o
é utilizada como biofarmaco, o que evitaria problemas imunogénicos por
exemplo, por apresentar perfil de cinética enzimatica alostérico, com Ko;s
préximo de 13 mM para Asn, e coeficiente de Hill de 6,9 (BELVISO et al.,
2017), o que a torna inviavel para aplicacdes terapéuticas, pois a concentracao
da Asn no sangue é da ordem de 1 a 30 uM (RIFAI et al., 2010).

Devido a essas caracteristicas, apenas as enzimas bacterianas do tipo Il
sdo utilizadas como biofarmacos antileucémicos. Ha trés formulacdes
disponiveis comercialmente. A enzima nativa de E. coli, a nativa de E. coli
ligada covalentemente com polietilenoglicol (ASNase peguilada) e por fim a
enzima nativa de Dickeya chrysanthemi (erwinase). Também ha a formulacéo
da enzima de E. coli produzida de forma recombinante (Spectrila®, Medac)
(BRUMANO et al., 2019).
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Como citado anteriormente, as células leucémicas apresentam diversas
alteracdes genéticas, que influenciam a expressao de varios genes; um deles é
0 gene que codifica para a asparagina sintetase (ASNS). Essa enzima ocorre
naturalmente nas células humanas e é responsavel pela biossintese enddgena
do aminoacido Asn a partir de glutamina (GIn). Células leucémicas tem uma
expressdo reduzida desse gene (NARTA; KANWAR; AZMI, 2007;
HAMERSCHLAK, 2008), o que as leva a depender da Asn circulante do
sangue. A deplecdo desse aminodcido pela administracdo da ASNase causa
escassez de nutrientes para sintese proteica e dessa forma, a célula
cancerigena entra em apoptose (LOPES et al.,, 2017). Porém, nem todos os
casos de LLA séo sensiveis ao tratamento com ASNase. Algumas linhagens
celulares ndo tem a expresséo do gene ASNS alterada, e portanto, conseguem
sobreviver ao tratamento por produzir normalmente a Asn (ASLANIAN;
FLETCHER; KILBERG, 2001; CHEN et al., 2011). A expressao do gene ASNS,
apesar de ser o fator central no sucesso da administracdo da ASNase, ndo é
inteiramente responsavel pela resisténcia ao tratamento com ASNase (KREJCI
et al., 2004; TAKAHASHI et al., 2017); a resisténcia da célula a entrar no
processo de apoptose também leva a insensibilidade ao tratamento
(SAVITSKIY; SHMAN; POTAPNEYV, 2003).

A ASNase também tem atividade glutaminasica, que é tema de debate
na comunidade cientifica; discute-se se essa atividade também é essencial
para a capacidade antileucémica da enzima (PARMENTIER et al., 2015;
SUGIMOTO et al., 2015; HUSAIN et al., 2016), incluindo efeito citotoxico para
outros tipos de leucemia néo linfoides (EMADI; ZOKAEE; SAUSVILLE, 2014).
Com a diminuicdo dos niveis de GIn, a célula leucémica que apresenta
expressdo normal de ASNS nado consegue produzir endogenamente a Asn, e
dessa forma também entra em apoptose. Esse mecanismo dependente de
atividade glutaminasica também apresenta resisténcia; os adipocitos podem
produzir GIn suficiente para proteger as linhagens de LLA (EHSANIPOUR et
al.,, 2013), e a expressdao de glutamina sintetase também é um fator de
resisténcia (ROTOLI et al., 2005; TARDITO et al., 2007).
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O tratamento com a ASNase tem reacdes adversas sérias, como
disfuncdo hepética e neurotoxicidade causada pelo aumento de amdnio no
sangue (EL-NAGGA; EL-EWASY; EL-SHWEIHY, 2014). Também sé&o
relatados casos de hipersensibilidade a formulagbes de ASNase, com
formacdo de anticorpos que levam a inativacdo da enzima e reacdes alérgicas
como rash cutaneo, edema e choque anafilatico. Esse é um problema sério que
ocasiona a interrup¢do do tratamento com ASNase, piorando o progndstico do
paciente. Em torno de 60% dos pacientes tratados inicialmente com a enzima
de E. coli apresentam formacao de anticorpos inativantes e hipersensibilidade
(PIETERS et al.,, 2011). Nos Estados Unidos da América e na Europa, a
enzima proveniente de D. chrysanthemi é utilizada como segunda ou terceira
linha de tratamento para substituir a formulacdo de E. coli nativa ou peguilada,
por ndo haver reacdo cruzada entre anticorpos gerados pelo tratamento
anterior (PIETERS et al., 2011). Porém, essa troca de formulacado triplica o
custo do tratamento (KLOOS et al.,, 2019) e ainda 33% dos pacientes
apresentam hipersensibilidade & enzima de D. chrysanthemi (WANG et al.,
2003). Para tentar contornar esse custo elevado e a hipersensibilidade a
segunda linha de tratamento, a formulac&o peguilada da enzima proveniente de
D. chrysanthemi foi desenvolvida; porém a fase 2 dos testes clinicos foi
interrompida devido a reagbes de hipersensibilidade e inativagdo silenciosa
(PUI; LIU; RELLING, 2018; RAU et al., 2018). Essa reacéao foi devido a pré-
existéncia de anticorpos anti-PEG (SCHORE et al., 2016; YANG et al., 2016),
gerados durante o tratamento com a formulagdo da enzima peguilada de E.
coli.

O Brasil apenas dispbe de duas formulacdes de asparaginase, a
Oncaspar® sob o registro n°® 169790012, vigente desde 26/02/2018; e,
recentemente aprovada pela ANVISA, a Spectrila® sob o registro n°
1562600310016 vigente desde 14/01/2019. A Spectrila® € a enzima de E. coli
produzida de forma recombinante, enquanto que a Oncaspar® é a forma da
enzima nativa de E. coli peguilada. Apesar da Oncaspar® apresentar menor
efeito imunogénico, ainda ha reacdo cruzada entre anticorpos da nativa de E.
coli e a peguilada, o que nos deixa sem uma segunda linha de tratamento caso
haja reacfes de hipersensibilidade severa e inativacdo silenciosa. Isso é um

problema grave, pois a interrupcdo do tratamento pode causar um prognostico
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pior do que o inicial e maior chance de recidiva (INABA; GREAVES;
MULLIGHAN, 2013; KATO; MANABE, 2018). Anteriormente, entre 2017 e 2018
era comercializada a Leuginase®, ASNase de E. coli fabricado pela Beijin SL
Pharmaceutical Co. Ltd (China) e representada pela Xetley S.A. (Uruguai) no
Brasil. A leuginase foi importada em regime de emergéncia pela falta do
medicamento no pais, porém foi alvo de polémica sobre sua eficacia e pureza
(CECCONELLO et al., 2018; INEZ; GADELHA, 2018; MICHALOWSKI; DAUDT;
GOLDANI, 2018; PINI et al.,, 2018), o que levou o Ministério da Saude a

interromper o fornecimento.

1.3 Asparaginases de Saccharomyces cerevisiae

A levedura S. cerevisiae tem duas ASNases: A ASNase 1 (diferente da
ASNase do tipo | bacteriana) sendo citosdlica, de cinética alostérica, codificada
pelo gene ASP1 (ScASNasel) e estudada pelo nosso grupo quando expressa
em E. coli (COSTA et al, 2016; SANTOS et al.,, 2017); e a ASNase 2
(ScASNasell), presente no periplasma, de cinética michaeliana, codificada pelo
gene ASP3 e inicialmente estudada e caracterizada em 1978 (DUNLOP et al.,
1978). As duas sdo consideradas pertencentes a familia das ASNases
bacterianas do tipo Il por homologia na sequéncia de aminoacidos
(BONTHRON; JASKOLSKI, 1997; BOREK; JASKOLSKI, 2001).

A ScASNasell foi estudada primeiramente por Dunlop, demonstrando
gue essa enzima era expressa em privacao de nitrogénio (DUNLOP; MEYER;
ROON, 1980b; ROON et al, 1982); esse grupo também iniciou a
caracterizacdo bioquimica da enzima que apresentou atividade especifica de
48 pmol/min/mg (Ul/mg) e cinética michaeliana, com Ku em torno de 250 a 300
UM; porém, a enzima estava apenas parcialmente purificada (DUNLOP et al.,
1978; DUNLOP; MEYER; ROON, 1980a). Entdo, em 1984 foi identificado o
gene ASP3 que codifica para a ScASNasell (KIM; ROON, 1984) e
posteriormente foi descoberta a presenca de 4 copias desse gene no genoma
da S. cerevisiae (KAMERUD; ROON, 1986); o mesmo grupo reportou estudo
subsequente sobre a sequéncia de DNA do gene ASP3 (KIM et al., 1988).
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Em 1997 comecaram os estudos relacionados a mutacdes de cepas de
S. cerevisiae que interferem na sensibilidade a fontes de nitrogénio, como os
genes URE2 e GLN3 (BON et al., 1997; OLIVEIRA; CARVAJAL; BON, 1999;
SILVEIRA et al.,, 2000; OLIVEIRA et al.,, 2003). Em 2004, o mesmo grupo
comecou 0s estudos da cinética de crescimento da cepa de S. cerevisiae
ure2dal80 (FERRARA et al., 2004). Esse ultimo resultou em uma cepa de S.
cerevisiae capaz de produzir 14 vezes mais a enzima ScASNasell que a cepa
selvagem utilizada por Dunlop em 1978. Em 2006 foi descrita uma cepa de
Pichia pastoris modificada geneticamente para produzir de forma heterdloga a
enzima ScASNasell, obtendo uma expressdo 7 vezes maior que a cepa
mutante de S. cerevisiae ure2dal80 (FERRARA et al.,, 2006). Esse grupo
continuou os estudos da produgcéo da ScASNasell em P. pastoris, avaliando o
método de extracdo da enzima (FERRARA et al.,, 2010) e caracteristicas
bioquimicas e de citotoxicidade (DE CASTRO GIRAO et al., 2016). O maior
valor de atividade especifica dessa enzima descrito na literatura até entao, € de
204,4 Ul/mg para a enzima pura. Essa atividade elevada abriu possibilidade de
aplicacao dessa enzima como parte da terapia da LLA e aumentou o interesse
em seu estudo e producao.

Mais recentemente, nosso grupo tentou expressar ScASNasell em E.
coli, porém a mesma se manteve insolivel em corpos de inclusdo na bactéria;
ao tentarmos solubilizar e promover redobramento proteico, a enzima manteve
apenas uma atividade residual de 3,8 Ul/mg (SANTOS et al., 2017). Lopes et
al. 2019 obtiveram resultado parecido, porém a enzima ficou sollvel e com
atividade residual de 5,4 Ul/mg. Rodrigues et al. 2019 estudaram a cinética de
crescimento da cepa P. pastoris expressando ScASNasell com relacdo a
variacdo na concentracdo de glicerol e determinaram um protocolo de cultivo
para atingir uma alta densidade celular em biorreator.

Com uma atividade de 204,4 Ul/mg (DE CASTRO GIRAO et al., 2016), a
ScASNasell se aproxima da enzima EcASNasell, com atividade especifica de
aproximadamente 270 Ul/mg (tabela 1), e apresenta entre 66% e 50% da
atividade especifica da ASNase de D. chrysanthemi, que é de 300-400 Ul/mg
(NARTA; KANWAR; AZMI, 2007).
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Tabela 1: Caracteristicas bioquimicas e semelhanca das ASNases utilizadas como

biofarmaco e ScASNasell

Ativ. Esp.
. Ativ. Esp. Afinidade Asn GIn (% Semelhanga com .
Enzima . Referéncia
Asn (Ul/mg) (Km, M) relativa a ScASNasell (%)
Asn)
(NARTA;
EcASNasell 270 12 3 39,14 KANWAR; AZMI,
2007)
(NARTA;
Erwinase 300-400 12 10 34,96 KANWAR; AZMI,
2007)
(DUNLOP et al.,
N&o ha 1978; DE
ScASNasell 204,4 250-300 - -
dados CASTRO GIRAO
etal., 2016)

A ScASNasell contém trés sitios passiveis de N-glicosilagdo (Figura 2),
que foram caracterizados como possuindo altas quantidades de manose
(DUNLORP et al., 1978; KIM et al., 1988). Castro-Girdo et al., 2016 expressou a
ScASNasell em P. pastoris, obtendo uma enzima com uma glicosilacdo mais
homogénea que a obtida em S. cerevisiae por Dunlop e Kim. Até entdo, a
ScASNasell foi obtida apenas no periplasma da P. pastoris e S. cerevisiae. A
obtencdo de proteinas do periplasma enfrenta grandes desafios, como perda
de rendimento e atividade, degradacéo proteolitica, toxicidade dos agentes de
extragcdo e o monitoramento da remocao deles, dificuldade na implementacéo
industrial e contaminagdo com proteina periplasmaticas (LEGOUX;
MALDONADO; SALOME, 1997). A producéo intracelular de proteinas também
enfrenta dificuldades, como uso de solventes que prejudicam a proteina de
interesse, a dificuldade e o pre¢co do aumento de escala e a alta contaminacao
por diversos componentes intracelulares (HU et al., 2015; SHEHADUL ISLAM,;
ARYASOMAYAJULA; SELVAGANAPATHY, 2017). Dessa forma, € de grande
interesse a producdo da ScASNasell no meio extracelular, e a P. pastoris se
apresenta como um sistema de expressao eficiente em quantidade e em

secrecao.
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Figura 2: Alinhamento das sequéncias dos genes que codificam para as proteinas
ScASNasell, ECASNasell e Erwinase. Os aminoacidos em vermelho sdo os responsaveis
pelo sitio ativo da enzima. Os aminoacidos em amarelo e verde participam no reconhecimento
da Asn (BOREK et al., 2014). E os aminoacidos em azul, sdo as sequéncias passiveis de N-
glicosilagdo. O retangulo vermelho destaca o sitio passivel de N-glicosilagdo adjacente a regido

de reconhecimento da Asn.

1.4 Expresséo heter6loga em P. pastoris

A levedura P. pastoris era comercializada pela Philips Petroleum
(Bartlesville, Oklahoma, EUA) como uma fonte de proteina proveniente de uma
Unica célula para racdo de animais, como aditivo alimentar por apresentar uma
alta densidade celular (>130 g.LY) e ser capaz de usar o metanol como fonte
de carbono. Porém, em 1973 com o aumento do preco do petrdleo, e como o
metanol proveniente da extracdo do petréleo, a comercializacdo da P.
pastoris com esse fim se tornou inviavel. Mais tarde, a Phillips Petroleum
contatou a Salk Institute Biotechnology/Industrial Associates, Inc. (SIBIA) para
o desenvolvimento da P. pastoris como um sistema de expressao de proteinas
heter6logas. Com essa parceria, o promotor AOX foi caracterizado, cepas e

protocolos de modificagcdo genética foram desenvolvidos. Com a mistura dos
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protocolos de crescimento de alta densidade celular desenvolvido pela Phillips
Petroleum e insercdo de um gene codificante para uma proteina heterdloga, a
P. pastoris se tornou um marco na expressdo de proteinas recombinantes e
hoje se encontra como um dos microrganismos mais utilizados para tal fim
(CREGG et al., 1985; CEREGHINO; CREGG, 2000; SCHMIDT, 2004; AHMAD
et al., 2014; JUTURU; WU, 2018), especialmente para producédo de proteinas
heterdlogas secretadas (SCHMIDT, 2004). Por ser uma levedura, e por
leveduras serem muito utilizadas na indastria de alimentos, os produtos
produzidos pela P. pastoris sdo reconhecidos como seguros (do inglés,
generally recognised as safe, GRAS).

A P. pastoris tem diversos promotores ja caracterizados (VOGL;
GLIEDER, 2013; AHMAD et al.,, 2014); o mais conhecido e utilizado € o
promotor que regula a expressao do gene que codifica a alcool oxidase (AOX),
responsavel pelo metabolismo do metanol. O genoma da P. pastoris contém
dois genes que codificam para a alcool oxidase, 0 AOX1 que corresponde a
85% da atividade de &lcool oxidase da célula e 30% das proteinas totais
produzidas em meio com metanol como Unica fonte de carbono; e o gene
AOX2, que corresponde aos restantes 15% de atividade de alcool oxidase da
célula (JUTURU; WU, 2018). A maioria dos vetores de expressdo € construido
de forma que o vetor linearizado seja integrado dentro desse promotor na cepa
de P. pastoris. Esse é um forte promotor, possibilitando grande producéo de
proteinas heterélogas na ordem de grandeza de gramas de proteina produzida
por litro de meio de cultura, tanto intracelular quanto secretada para o0 meio
extracelular (HASSLACHER et al., 1997; WERTEN et al., 1999).

A P. pastoris tem menos cepas comercialmente disponiveis que S.
cerevisiae. As cepas disponiveis de P. pastoris variam de acordo com sua
metabolizacdo de metanol, sintese de proteases intra e extracelular. Por
exemplo, cepas com caracteristicas Mut* contém os dois genes AOX1 e AOX2
funcionais; as cepas Mut® tem um crescimento e metabolizacdo de metanol
mais lento por terem delecdo no gene AOX1,; e as cepas Mut" tem dele¢c&o nos
dois genes AOX1 e AOX2. Essa cepa nao é capaz de metabolizar o metanol,
porém, ainda assim consegue expressar as proteinas heter6logas sob

regulacéo dos promotores desses genes (BAGHBAN et al., 2019).
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Um dos problemas da P. pastoris envolve a alta producéo de proteases
intra e extracelulares. Genes que codificam para proteases foram silenciados
para contornar esse problema, como pep4, prbl e sub2. As proteinas pep4p e
prblp s&o proteases intracelulares e atuam em conjunto (pep4p ativa a prblp,
aumentando sua atividade em 50%), enquanto que a sub2p € uma protease
secretada no meio extracelular. (MACAULEY-PATRICK et al., 2005; SALAMIN
et al., 2010). O knockout de genes que codificam para proteases tem sido
muito utilizado para o aumento de expressdo de proteinas heterélogas
(AHMAD et al., 2014).

Outro fator importante da utilizacdo da P. pastoris como sistema de
expressdo é a modificacdo pds-traducional, como processamento proteolitico,
dobramento, fosforilagdo, ligacdo dissulfeto e glicosilacdo. Essa ultima de
extrema importancia por permitir o dobramento correto e a solubilizacdo da
proteina, como no caso da ScASNasell (SANTOS et al., 2017; LOPES et al.,
2019). Por ser levedura, a P. pastoris apresenta um perfil de glicosilacéo
contendo altas quantidades de manose, porém menor que a de S. cerevisiae
(AHMAD et al., 2014). Essa adicdo de manoses € prejudicial quando aplicado a
um biofarmaco, pois o contato prolongado com essa cadeia de dezenas a
centenas de manoses pode causar reacdo imunoldgica, e diminuir o tempo de
meia-vida do biofarmaco no plasma (BAGHBAN et al., 2018). Dessa forma, a
P. pastoris tem sido alvo de modificacdes genéticas para a humanizacdo da
glicosilacdo. Esse processo de modificacdo do padrdo de adicdo de
oligossacarideos é bem descrito e ha cepas disponiveis que mimetizam a
glicosilacdo de mamiferos, chamada de Glycoswitch (VERVECKEN et al.,
2004, 2007; JACOBS et al, 2009; DE POURCQ; DE SCHUTTER;
CALLEWAERT, 2010).



28

1.5 Processo de glicosilagédo e modificacdo Glycoswitch

A (glicosilacdo de proteinas secretadas pode prover solubilidade,
hidrofilicidade e carga negativa a proteina; dessa forma, reduz interac6es néao
desejadas no meio extracelular e também protege contra protedlise. O
processo de glicosilacdo é muito importante para a manutencdo do estado
normal da célula/organismo. Modificacbes no processo de glicosilacdo (por
exemplo, por mutagdes que evitam a glicosilacéo inicial, a elongagéo da cadeia
de glicanos ou até mesmo mutacdo na enzima que faz o reconhecimento dos
sitios de glicosilacdo), podem ser a causa de comorbidades como fibrose
hepatica e coagulopatia (VARKI et al., 2015). Em alguns casos, modificagdes
nesse processo tornam inviavel o desenvolvimento do organismo
(VERVECKEN et al., 2004).

Glicosilacdo mantem a enzima estdvel no meio externo ao
microrganismo. A glicosilagdo era tida como um processo exclusivo de
organismos; porém, hoje é estimado que 70% das proteinas eucarioticas e
50% das procarioticas sejam glicosiladas (DELL et al., 2010; LATOUSAKIS;
JUGE, 2018).

A glicosilacdo ocorre com o reconhecimento da sequéncia primaria da
proteina. Sequéncias como Asparagina-X-Serina/Treonina (Asn-X-Ser/Thr) séo
susceptiveis a receber a cadeia de glicosilacdo no aminoacido asparagina.
Esse tipo de glicosilacdo € chamado de N-glicosilacdo. Na N-glicosilagdo, o
aminoacido que entra no lugar do X (Asn-X-Ser/Thr) ndo pode ser prolina, e
dependendo do aminoéacido, pode haver uma menor probabilidade de a Asn ser
glicosilada (como no caso de aminoé&cidos polares &cidos, aspartato e
glutamato), ou maior probabilidade (como no caso de fenilalanina). Mesmo com
a sequéncia correta, o processo de glicosilacdo pode ndo ocorrer por
incompatibilidades conformacionais entre a enzina que transfere o N-glicano
para a Asn da proteina alvo e essa ultima. Dessa forma, essas sequéncias sao
localizagcdes com alto potencial a N-glicosilagdo. A sequéncia Asn-X-Cisteina
também pode receber N-glicosilagdo na Asn, porém essa ocorre raramente
(ZIELINSKA et al., 2010).
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Nos eucariotos, ha trés tipos de N-glicanos: (1) oligomanose, o qual
apenas manoses sao adicionadas a estrutura principal; (2) N-glicanos
complexos, os quais ha adicdo de N-acetilglicosamina (GIcNAc) a estrutura
principal, dessa forma formando uma espécie de antena; e (3) os hibridos, os
quais ha adicdo de manose ao “bragco” com a ligagéo a1-6 a outra manose, e
adicdo de um ou mais GIcNAc ao “brago” com ligagdo a1-3 a manose (Figura
3). Todos os tipos de N-glicanos tém uma estrutura principal, constituido de 3
manoses e 2 N-acetilglicosaminas (MansGIcNAc2) ligados a asparagina

(retangulo vermelho, Figura 3).

‘ Acido sidlico
< Fucose

Asn

(1)

Figura 3: Tipos de N-Glicosilagdo. (1) Oligomanose, o qual apenas manose sdo adicionadas a
estrutura principal; (2) N-glicanos complexos, com adicdo GIcNAc a estrutura principal; e (3) os
hibridos, os quais ha adicdo de manose a outra manose do “braco” com a ligagéo a1-6, e adicéo de
um ou mais GIcNAc a manose do “brago” com ligagdo a1-3. O retangulo vermelho representa a
estrutura MansGIcNAc2, comum a todos os trés tipos de N-glicano. Adaptado de VARKI et al., 2015.

A sintese dos sitios de N-glicosilacdo em eucariotos ocorre com um
precursor chamado dolicol-fosfato (Dol-P) localizado no reticulo endoplasméatico
rugoso (RER). O N-glicano é sintetizado no citoplasma (parte externa do RER) por
acao de diversas enzimas que transferem os “blocos” de GICNAc e manoses
sucessivamente para o Dol-P. O Dol-P com 2 moléculas de GICNAc e 5 manoses é
internalizado para o lumen do ER para mais adi¢cdes de glicose (Glc) e manoses,

totalizando 14 grupos de acuUcares ligados ao Dol-P. Em seguida, o N-glicano
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contendo 14 acucares é transferido em bloco para a proteina. Esse processo
de transferéncia ocorre no limen do RER pela proteina oligossacarideo
transferase (OST) em proteinas recém sintetizadas (SCHENK; FERNANDEZ;
WAECHTER, 2001; AEBI, 2013; SHRIMAL; CHEREPANOVA; GILMORE,
2015; VARKI et al., 2015). A cadeia de acUcares nessa etapa é composta por
GlcsManyGIcNAc:2.

O N-glicano adicionado no reticulo RER nédo € a forma final da
glicosilagdo. Logo sofre maturagdo (Figura 4) por agdo de enzimas a-
glicosidases | e Il, com acdo no RER e remocéo das glicoses com ligagao a1-2
e a1-3, respectivamente. O N-glicano sofre nova remogao, por agado da a-
manosidase |, a qual remove a manose a1-2 subsequente a Glc a1-3. Nesse
ponto o N-glicano contém 8 manoses e 2 GIcNAc (MansGIcNAcz2). A partir
desse ponto, a proteina é transportada por vesiculas para o complexo de golgi,
onde é continuada a maturagado. As manoses ligadas por ligagcao a1-2 restantes
sdo removidas por acdo das a1-2-manosidases IA e IB, formando o N-glicano
MansGIcNAcz2 (HERSCOVICS, 1999). Esse € 0 ponto em comum na maturacao

dos N-glicanos complexos e hibridos.
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Figura 4: Processo de maturacdo do N-glicano, envolvendo enzimas do lumen do
reticulo endoplasméatico rugoso e do complexo de golgi. Os asteriscos representam a
ligagdo que as enzimas quebram e removem o aglcar. A regido destacada em vermelho é o N-
glicano MansGIcNAcz, comum ao processo de maturagdo dos tipos complexo e hibrido.
Adaptado de VARKI et al., 2015.
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O processamento para a formacdo dos N-glicanos complexos e
hibridos comeca com a adicdo de GIcNAc pela acdo de GIcNAc transferase |
(GnT-I), dando origem ao tipo hibrido de N-glicanos (Figura 5). A partir desse
ponto, o N-glicano pode ter as manoses ligadas ao brago contendo a manose
com ligagao a1-6 removida pela acdo da manosidase Il e subsequente adicéo
de GIcNAc pela GnT-ll, dando origem aos N-glicanos complexos. Outros
componentes podem ser adicionados nesses ramos como galactose e &cido
sidlico pela acdo das enzimas galactosiltransferase e sialiltransferase,
respectivamente. Esses tipos de glicosilacdo sdo presentes em mamiferos
(KORNFELD; KORNFELD, 1985; VERVECKEN et al.,, 2004; VARKI et al.,
2015).

As leveduras ndo processam o0 N-glicano a partir da cadeia
MansGIcNAc2; o processo de maturagdo dos glicanos nas leveduras envolve
novas adicfes de manose no complexo de golgi iniciada pela enzima Ochlp
com agao de a1-6 manosiltranferase. Subsequentes manoses séao adicionadas
a esse novo ramo, formando uma cadeia externa constituida de dezenas a
centenas de manoses (DEAN, 1999; JACOBS et al., 2009; DE POURCQ); DE
SCHUTTER; CALLEWAERT, 2010). Esse processo €é chamado de
hipermanosilacdo (Figura 5) e é prejudicial quando aplicado a producdo de um
biofarmaco, pois pode causar reacdo imunoldgica e diminuir o tempo de meia-
vida do biofarmaco no plasma (BAGHBAN et al., 2018).

Glicosilacdo humanizada geralmente ocorre na N-glicosilacdo, pois a
inibicdo de proteinas relacionadas a esse processo ndo interfere no
crescimento da P pastoris. Isto ndo ocorre com a O-glicosilacdo, cujo
silenciamento genético das proteinas envolvidas prejudica o crescimento da
levedura, tornando-a inviavel (JACOBS et al., 2009). A P. pastoris também &
uma Otima opcédo para se estudar a humanizacéo da glicosilacdo, pois ela ndo
sofre redugdo na velocidade de crescimento da mesma forma que a S.
cerevisiae (VERVECKEN et al., 2004).

A transformacdo de cepas de leveduras que produzem uma N-
glicosilacdo com processo de hipermanosilacdo em células capazes de
produzir uma N-glicosilacdo hibrida e complexa semelhantes a dos humanos,
envolve delecao e adicdo de genes. O gene deletado € o OCHL1, o qual inicia o

processo de hipermanosilagdo. Os genes adicionados s&o relacionados a
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maturacdo do N-glicano para tipo hibrido e complexo como glicosidades e

glicosiltranferases (JACOBS et al., 2009). Cepas contendo essas modificacdes

genéticas ou os plasmideos para a confeccdo dessas cepas estao disponiveis
no mercado, como por exemplo, a Glycoswitch (VERVECKEN et al., 2004,
2007; JACOBS et al., 2009; DE POURCQ; DE SCHUTTER; CALLEWAERT,
2010). A Biogrammatics, Inc. detém os direitos de comercializacdo da cepa
Glycoswitch, e no seu catélogo ha disponivel a cepa P. pastoris Glycoswitch

pep4- sub2- utilizada nesse trabalho.
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Figura 5: Representacdo dos processos de maturacdo dos tipos de oligomanose
(presente em leveduras), hibridos, complexos (presentes em mamiferos) e da levedura
geneticamente modificada para sintese de N-glicano similar ao dos mamiferos. O
retangulo vermelho representa a hipermanosilacdo produzida por leveduras, e os retangulos
azuis representam a glicosilagdo de mamiferos e a semelhanga da glicosilagdo da levedura
geneticamente modificada. A proteina Ochlp esta silenciada na levedura (representada por um
X preto) e os as proteinas adicionadas estdo representadas com preenchimento preto.

Adaptado de VERVECKEN et al., 2004.
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2. OBJETIVO

O objetivo desse trabalho € obter a cepa recombinante de P. pastoris
com glicosilacdo humanizada expressando a proteina recombinante L-
asparaginase Il de S. cerevisiae extracelular e caracterizar os parametros

bioquimicos, cinéticos e citotdxicos da enzima obtida em sua forma pura.

2.1. Objetivos especificos
e Obter a enzima ScASNasell no meio extracelular;
e Determinar protocolo de purificacdo da ScASNasell;
e Caracterizar parametros bioquimicos, estabilidade e cinética
enzimatica;

e Determinar atividade citotoxica contra célula leucémica.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Aquisicéo dos plasmideos de expresséao

O vetor de expressao foi obtido pela técnica de clonagem por extenséo
circular pela polimerase (do inglés, circular polymerase extension cloning,
CPEC) (BRYKSIN; MATSUMURA, 2010; QUAN; TIAN, 2011; SPELTZ;
REGAN, 2013). As sequéncias dos iniciadores estdo no anexo |. O gene ASP3
com coédon otimizado para expressdo em P. pastoris foi sintetizado pela
GenScript® (Anexo 1) em puc57 e amplificado por PCR utilizando os
iniciadores 3 e 4 (para anelar com a sequéncia a—amilase, anexo IV) e 11 e 4
(para anelar com a sequéncia PHOL1, anexo llI).

A sequéncia a—amilase foi obtida por PCR utilizando como molde o DNA
fornecido pelo kit PichiaPink™ Expression System (Invitrogen™) com os
iniciadores 1 e 2. A sequéncia PHOL foi obtida por amplificacdo do material
gendmico da P. pastoris GS115 com os iniciadores 9 e 10. O vetor pJAG-sl1 (©
Biogrammatics, Inc.; Anexo V) foi linearizado por amplificagdo por PCR com os
iniciadores 5 e 6 (para anelar com a a-amilase) e 5 e 12 (para anelar com a
PHO1). O inserto (oc—amilase+ASP3 ou PHO1+ASP3) foi obtido por PCR
utilizando os proprios componentes da reacdo, purificados, como iniciadores

(sequéncias complementares), na propor¢do 1:15 raz&o molar (1 mol do gene



34

ASP3 para 15 mols da sequéncia sinalizadora) e posteriormente amplificados
com os iniciadores 7 e 8 (para a—amilase) e 13 e 8 (para PHOL1). Os vetores
finais (pJAG+a—amilase+ASP3 ou pJAG+PHO1+ASP3) foram obtidos por PCR
utilizando os proprios componentes da reacao purificados como iniciadores, na
proporcdo 1:15 razdo molar (1 mol do vetor pJAG para 15 mols do gene
ASP3+sequéncia sinalizadora). O produto da reacdo de PCR foi transformado
diretamente em E. coli DH5a [deoR endA1 gyrA96 hsdR17 A(lac)U169 recA1
relAl supE44 thi-1 (@ 80 lacZAM15)] (Novagen™) eletrocompetente por
eletroporagéo.

Todas as reacdes (caso contrério, sera apontado) seguiram o seguinte
ciclo e componentes: 1x 98°C/2 min; 30x 98°C/30 s, 63°C/30 s, 72°C/1 min/kb;
1x 72°C/5 min, 4°C/~. 10 uL do tampéao 5x, 1 uL da enzima PrimeSTAR® GXL
DNA Polymerase (Takara Bio Inc.), 4 uL de dNTP 2,5 mM, 10 pMol de cada
iniciador, 1 uL do molde (10 ng) e 32 uL de agua esterilizada. Foi utilizado o
termociclador Veriti® Thermal Cycler (Life Technologies™).

Um esquema das sequéncias de reacfes de PCR esta mostrado no
Anexo VI e VII.

A quantidade de cada fragmento foi calculada pela seguinte férmula:

ng do maior framgmento)*(kb do menor fragmento ~
(g Jramg - ) frag ) = ng do menor fragmento para uma razao molar de 1:1
kb do maior fragmento

Apos as amplificacBes, cada componente foi purificado por extracdo de
DNA do gel de agarose através do lllustra™GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification Kit da GE®, seguindo as instru¢des do fabricante. A concentracao
de material genético foi medida usando NanoDrop™ One/OneC da
ThermoFisher Scientific.

Todos os passos de PCR foram analisados em gel de agarose 1% em
40 mL de TAE 1X (diluido 50x da solu¢cdo-mae TAE 50x: 242g de Tris-base,
50mM EDTA pH 8,0 e 57,1 mL acido acético glacial) + 15 pg de brometo de
etideo e submetidos a eletroforese horizontal em TAE 1X em cuba de
eletroforese Wide Mini-Sub Cell GT Cell (BioRad™) por 45 min a 90 V.
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3.2 Transformagado em DH5a eletrocompetente

Os vetores construidos foram  transformados em  DH5a
eletrocompetente, utilizando uma cubeta de eletroporagdo de 2 mm de
espacamento entre as placas a uma voltagem de 2,5 kV. Em seguida, as
células transformadas foram recuperadas em 1 mL de Lysogenic-Broth (LB;
0,5% NaCl, 1% triptona, 0,5% extrato de levedura) estéril e incubado por 1h.
ApoOs a incubagéo, as células foram concentradas por centrifugacdo a 13000 g
por 3 min em uma centrifuga Eppendorf 5415R e plagueadas em meio LB
sélido (2% de agar) previamente preparado com carbenicilina (carb) 50 ng/mL.

Dez clones foram selecionados do centro da placa e incubados em meio
LB+carb (50 pug/mL.) & 37°C overnight. Foi feita uma triagem dos clones por
reacdo de PCR com 17 pL de Platinum PCR SuperMix (Invitrogen®), 1uL de
cada iniciador (15 pmol/uL) (pJAGIntFW 5 CGACTGGTTCCAATTGACAAG 3’
e pJAG-s1RV 5 CTCGTACGAGAAGAAACAAAATGAC 3) e 1 pL da cultura.
Ciclos da reacéao foram: 1x 95°C/5 min; 30x 95°C/45 s, 55°C/30 s, 72°/1 min 30
s; 1x 72°C/5 min, 4°C/«~. Foi feito estoque em solucéo de glicerol 10% (v/v) dos
clones que possuiam inserto e armazenados a -80°C. O plasmideo bacteriano
foi extraido pelo kit QlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen™) exatamente como

indicado pelo fabricante.

3.3 Reacgédo de sequenciamento de DNA

A reacdo de sequenciamento foi realizada com o kit BigDye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Life Technologies™), de acordo com as instrugdes
do SSDNA (Servico de Sequenciamento de DNA do Instituto de Quimica da
Universidade de Sao Paulo - IQ-USP Instituto de Quimica da Universidade de
Sdo Paulo - SSDNA). O equipamento sequenciador utilizado é o ABI
PRISM®3100 Genetic Analyzer (HITACHI™).

A reacao de sequenciamento pelo método de Sanger se deu da seguinte
forma: 10 pMol de primer pJAGIntFW ou pJAG-s1RV; 3 pL do sequencing
buffer BigDye terminator; 2 pL de BigDye terminator v3.1; 150 ng do vetor
construido e agua livre de DNAse até 15 pL. O ciclo utilizado no termociclador
foi: 1x 96°C/2 min; 35x 96°C/45 s, 50°C/30 s, 60°C/4 min; 4°C/.
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Para a purificacdo do DNA foi utilizado o método de precipitacdo por
glicogénio. Para preparar o Cocktail de precipitacdo para uma placa de 96
pocos, foi misturado 2.750 pL de etanol 100% gelado; 110 pL de acetato de
sédio 3 M pH 5,2; 110 pL de glicogénio 1 mg/mL.

Aos 15 pL da reacdo de sequenciamento foi adicionado 25 pL do
Cocktail. Ap6s agitar em vortice, a mistura foi mantida em gelo por 15 min,
centrifugada a 4000 g, 20 min, a temperatura ambiente. A placa foi invertida e o
excesso foi descartado, dando a seguir um pulso de 1000 x g com a placa
invertida. 50 pL de etanol 70% gelado (4°C) foi adicionado. A etapa de
centrifugacéo foi repetida por 10 minutos e os tubos foram secados a 95°C por
1 minuto no termociclador. Em seguida as amostras foram enviadas para o
SSDNA-IQUSP e os resultados analisados com o programa CLC Main
Workbench 8.

3.4 Transformagao em P. pastoris pep4- sub2-

As células eletrocompetendes da P. pastoris foram feitas no laboratério.
P. pastoris GlycoSwitch pep4- sub2- foi inoculada em uma placa de YPD e
incubada por 48 horas a 30°C. Uma col6nia foi selecionada e estriada em uma
segunda placa de YPD e incubada novamente a 30°C overnight. Dessa
segunda placa foi selecionada uma colonia isolada e inoculada em meio YPD e
incubada em shaker a 30°C e 200 rpm overnight. Esse cultivo foi
posteriormente diluido para uma DOsoo de 0,2 no volume final de 25 mL de
YPD e incubado a 30° C e 200 rpm até atingir uma DOeoo de 1,5. Em seguida,
esse cultivo foi colocado em gelo por 15 minutos para coletar as células e
centrifugado a 800 g a 4°C por 5 minutos. As células precipitadas foram
ressuspendidas em 2 mL YPD com 200 mM HEPES pH 6,8, lentamente foi
adicionado 75 yL de DTT 1M e a suspensdo de células foi incubada por 25
minutos a 30°C 100 rpm. Em seguida, essa solucédo foi diluida em agua
esterilizada a 4°C, centrifugada e as células precipitadas lavadas novamente
com agua esterilizada 4°C. As células foram lavadas uma ultima vez com 20
mL de sorbitol 1M estéril, centrifugadas e ressuspendidas em 300 upL de
sorbitol 1M a 4°C e aliquotadas em tubos contendo 30 pL dessa suspenséao de
células em sorbitol e armazenadas a -80°C para transformacédo por

eletroporagéo.
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Os vetores construidos e confirmados por sequenciamento foram
amplificados por minipreparacdo plasmidial e aproximadamente 200 ng de
vetor linearizado com Pmel (New England Biolabs®) foram transformados para
a incorporacdo do plasmideo no genoma da P. pastoris GlycoSwitch pep4-
sub2- no locus do promotor AOX1. Para isso, 1 pL de Pmel e 5 puL de tampéo
CutSmart® (New England Biolabs®) foram adicionados ao vetor e o volume
completado para 50 pL com &gua miliQ estéril e incubado a 37°C por 1 h. A
reacao de digestdo do vetor foi purificada pelo lllustra™MGFX™ PCR DNA and
Gel Band Purification Kit da GE® e quantificada pelo Nanodrop™ One/One¢ e
200 ng do vetor foram transformados em P. pastoris GlycoSwitch pep4- sub2-
eletrocompetentes por eletroporacédo no Bio-rad Micropulser™ em cubetas de 1
mm de espessura e voltagem de 1.150 volts. As células foram recuperadas
com 1 mL de meio de recuperacao estéril 1:1 YPD (1% extrato de levedura, 2%
peptona, 2% glicose; para meio solido: 2% agar) e 1 M sorbitol e incubadas a
30°C por 3 horas. Em seguida, as células foram concentradas na centrifuga
Eppendorf 5415R & 600 g por 5 min e plaqueadas em YPD, previamente
preparada com G418 (geneticina) a uma concentracdo de 1 mg/mL e incubada
por 2 dias a 30°C. Colbnias isoladas dessa placa foram transferidas para uma
segunda placa de YPD com G418 (1 mg/mL) e incubadas a 30°C overnight.
Previamente a analise da expressdo, o DNA gendmico foi extraido pelo
protocolo do PureLink®Genomic DNA Mini kit (Life Technologies™) e usado
como molde nas reacdes de PCR para ver a integracdo do material genémico,
nas mesmas condi¢gdes que a triagem da E. coli DH5a foi realizada. Os clones
com insergéo do gene no genoma foram incubados em YPD e estoques foram
feitos em 30% (v/v) de glicerol e armazenados a -80°C.

3.5 Expressao e analise da proteina.

Os clones foram incubados com 5 mL (inicialmente e posteriormente 500
mL) de BMGY (1% extrato levedura, 2% peptona, 0,34% YNB (yeast nitrogen
base; base nitrogenada para levedura), 1% sulfato de aménio, 100 mM de
fosfato de potassio pH 6,0, 0,75% glicerol) a 30°C 200 rpm por 20h. Apos esse
periodo, as células foram transferidas para 5 mL de meio BMMY (1% extrato
levedura, 2% peptona, 0,34% YNB, 1% sulfato de amonio, 100 mM de fosfato

de potéassio pH 6,0, metanol x%) sendo x= a 0,5%, 1% ou 1,5% e incubadas
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nas mesmas condigbes. Apos 12h, adicionou-se 500 uL da mesma solucéo
para manter a concentracédo final de 0,5%, 1% e 1,5% de metanol no meio de
cultivo. Essa adicdo foi repetida a cada 12h, até 120h depois da troca do meio
com glicerol pelo meio com metanol.

A atividade do sobrenadante foi analisada pelo método de
hidroxilaminolise. 100 uL do sobrenadante foram incubados por 30 minutos a
37°C com Asn 100 mM e hidroxilamina 100 mM (neutralizada com NaOH para
pH 7,0) em tampé&o Tris-HCI 50 mM pH 8,6 no volume final de 200 pL. A reagéo
foi interrompida com 50 pL de solucéo de 10% (m/v) FeCls, 5% (m/v) TCA e
0,66M HCI. A absorbancia dessa reacédo foi medida a 500nm. A absorbancia foi
comparada com uma curva padrdao previamente feita com diferentes
concentracbes de B-hidroxamato aspartico. Esse método permite quantificar a
catélise sequencial pela L-asparaginase da asparagina e a hidroxilamina
formando B-hidroxamato aspartico. Este por fim na presenca de cloreto férrico
forma um complexo que absorve luz no comprimento de onda de 500nm
(DUNLOP; MEYER; ROON, 1980).

3.6 Purificacdo da proteina

O meio de cultivo com as células foi centrifugado a 7100 g por 5 minutos
e as células foram separadas do sobrenadante. O meio extracelular foi
ultrafiltrado e concentrado duas vezes até um volume final do sobrenadante
retido de aproximadamente 200 mL usando filtro Pellicon® XL Cassette
Biomax® 5 kDa da Millipore, o que resulta em uma reducdo na quantidade de
sais do meio em 100 vezes, e substituido por tampao 50 mM Tris-HCI pH 8,6.

Em seguida, os 200 mL retidos foram carregados na coluna
cromatografica de troca anidnica HiTrap™ DEAE FF da GE Healthcare,
previamente equilibrada com 5 volumes de coluna (25 mL) com tampé&o 50 mM
Tris-HCI com 1 M de NaCl pH 8,6 e em seguida 10 volumes de coluna (50 mL)
com tampé&o 50 mM Tris-HCI pH 8,6. A eluicdo ocorreu em um gradiente de
concentracédo de NaCl em tampé&o 50 mM Tris-HCI pH 8,6 com degraus de 100
mM de NaCl até um total de 1M. Foi medida atividade por hidroxilamindlise das
fracOes eluidas para identificar quais continham atividade asparaginasica.

As fracbes com atividade asparaginasica foram analisadas por

eletroforese em SDS-PAGE. Para 20 pL de cada fracao, foi adicionado 5 pL de
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tampdao de amostra de eletroforese 5x (0,3 M Tris-HCI pH 6,8; 25% glicerol; 2%
SDS; 0,5 mL de B-mercaptoetanol 3,6 mM; 0,1% Azul de Bromofenol;),
incubadas a 95°C por 5 minutos e em seguida foram aplicados em uma
eletroforese em gel de poliacrilamida 12% a 200 V por 1h 30 min (Gel
empacotador: 0,1 M Tris-HCI pH 6,8; acrilamida/bis-acrilamida 4%; 50 uL PSA
10%; 10 uL TEMED; Gel de separacéo: 0,5 M tris-HCI pH 8,8; acrilamida/Bis-
acrilamida 12%; 50 uL PSA 10%; 10uL TEMED; Tampao de corrida Tris-glicina:
25mM Tris-base; 200mM glicina; 1% SDS). Ao final da eletroforese, o gel foi
corado com Coomassie Blue (0,1% (m/v) coomassie blue; 45% metanol; 10%
acido acético glacial) por 30 minutos e descorado com solu¢cdo descorante
(10% metanol e 10% acido acético glacial) overnight.

As fracbes com maior grau de pureza foram concentradas por
centrifugacdo em filtro Amicon® Ultra-4 cutoff 10kDa da Millipore para 500 uL e
injetados na coluna de exclusdo molecular Superdex™ 200 Increase 10/300 GL
da GE Healthcare, previamente lavada com &gua ultrapura (50 mL) e
equilibrada com tampdo 50 mM Tris-HCI pH 8,6. A amostra foi eluida com o
tampdo de equilibrio com fluxo 0,5 mL/min e foi analisada a atividade
asparaginasica das fracGes e grau de pureza pelo método de hidroxilamina e
por SDS-PAGE, respectivamente.

Os equipamentos utilizados para a purificagdo foram AKTA e AKTA start

da GE Healthcare Life Sciences.

3.7 Caracterizacao bioquimica

3.7.1 Atividade especifica

A atividade especifica foi medida pelos métodos de hidroxilamindlise e
Nessler. A concentracdo da enzima foi medida pelo método de Bradford. Para
isso, 10 puL da amostra foram adicionados a 200 uL do reagente de Bradford
previamente diluido 1:5 em agua ultrapura e incubados a temperatura ambiente
por 5 minutos. Apos a incubacéao, foi medida a absorbancia no comprimento de
onda de 595 nm e comparado com uma curva de calibracdo previamente feita
com diferentes concentracdes conhecidas de BSA, de acordo com as

instrucdes do fabricante (Bio-rad Laboratories Inc.).
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Previamente a analise da atividade especifica, foi analisada a atividade
da enzima a cada dois minutos para determinar o melhor tempo para medir a
velocidade inicial; para as duas enzimas estudadas, o melhor tempo para
deteccéo foi de 10 minutos.

3.7.1.1 Atividade Asparaginasica

Para o método de Nessler, uma concentracdo entre 25 a 150 nM de
enzima foi incubada por 10 minutos a 37°C com 20 mM Asn em tamp&o 50 mM
Tris-HCI pH 7,4 no volume final de 370 uL na placa de 96 pocos. Apés os 10
minutos, 37 pL da reacéo retirada e diluida em agua com acido tricloroacético
(TCA) na placa de 96 pocos. Em seguida foi adicionado 37 pL do reagente de
Nessler (Merck-Millipore), totalizando um volume final de 370 pL (diluicdo de 10
vezes da reacdo incubada). A solucdo colorimétrica formada teve sua
absorbancia medida no leitor de placa SpectraMax Microplate Reader
(Molecular Devices, San Jose, California, EUA) no comprimento de onda de
440 nm, e os valores foram interpolados em uma curva padrdo previamente
feita de sulfato de amonio nas concentragfes entre 0 e 5 umol/mL. Os dados
sdo apresentados em unidade internacional por miligrama de proteina (Ul/mg).
Uma unidade internacional de enzima € definida como 1 pumol de aménia
liberada por minuto a 37°C.

Para o método de hidroxilamindlise, diferentes volumes da enzima
asparaginase foram diluidos para atingir uma concentracao final 30, 40, 50, 70,
80, 100 e 150 nM e foram incubados por 10 minutos a 37°C com 20 mM Asn e
100 mM hidroxilamina pH 7,0 em tamp&o Tris-HCI 50 mM pH 8,6 ou 7,4
(referenciado no texto). A reacado foi interrompida com 50 pL de solucdo de
10% (m/v) FeCls, 5% (m/v) TCA e 0,66 M HCI. A absorbancia dessa reacao foi
medida a 500nm.

3.7.1.2 Atividade Glutaminasica

A atividade glutaminasica foi medida pelo método de hidroxilamindlise.
Uma faixa de concentragdo da ScASNasell entre 250 nM e 1,5 pM foi incubada
com 20 mM glutamina e 100 mM hidroxilamina pH 7,0 em tampé&o Tris-HCI 50
mM pH 7,4. A reacgédo foi interrompida com 50 pL de solugdo de 10% (m/v)
FeCls, 5% (m/v) TCA e 0,66 M HCI. A absorbancia dessa reacao foi medida a
500nm.
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Todas as reacdes enzimaticas foram realizadas em conjunto com uma
solucdo branco e controle negativo. Solucdo branco foi definida como toda
reacdo, com excecao da Asn, nas mesmas condi¢cdes que as amostras; e 0

controle negativo foi definido como toda rea¢cdo com excecao da enzima.

3.7.2 pH 6timo da ScASNasell

Para determinar o pH 6timo da ScASNasell, a atividade especifica foi
analisada pelo método do reagente de Nessler em diferentes tampdes: citrato
100 mM pH 4 e 5; fosfato de potassio 100 mM pH 6,7 e 8; Tris-HCI 100 mM pH
9; bicarbonato de sodio 100 mM pH 10 e 11. Em adi¢do aos tampdes, 500 mM
de NacCl foi adicionado para eliminar a interferéncia do efeitoda forga idbnica dos
tampdes.

3.7.3 Efeito do soro humano na estabilidade da ScASNasell

ScASNasell foi incubada a 37°C com 10% (v/v) de soro humano por até
5 dias, e a atividade enzimética foi medida pelo método do reagente de
Nessler, nos pontos de 2, 6, 24, 48, 72, 96 e 120 horas de incubacéo. Os
dados foram comparados com um controle (enzima nha mesma concentracao
sem soro humano) e com a enzima comercial de E. coli Leuginase® nas

mesmas condi¢des (com e sem soro humano).

3.7.4 Glicosilacao

Para analisar a presenca de glicosilagdo, foram adicionados 1 uL de
solucdo de SDS 5% e 1uL de DTT 1 M a 12 uL da enzima purificada e
incubados por 5 minutos a 95°C. Deixou-se esfriar a amostra a temperatura
ambiente e adicionou-se 2 uL de tampé&o fosfato sodico 0,5 M pH 7,5, 2 uL de
Triton X-100 10% e 2 uL de PNGase F (300UI/mL da Sigma-Aldrich®). Essa
solucdo foi incubada a 37°C overnight. Uma solugdo controle foi feita nas
mesmas condicbes com excecdo da adicdo da PNGase F. O procedimento foi
analisado por SDS-PAGE e comparado a migracdo no gel da amostra com o
controle.

A andlise da glicosilacdo também foi feita por protocolo de eletroforese

em gel de poliacrilamida sem desnaturagcdo. Uma quantidade suficiente de
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ScASNasell (30 ug) foi incubada overnight a 37°C com 1 unidade de PNGase F
(Sigma-Aldrich) em 50 mM de bicarbonato de aménio pH 7,8 no volume final de
20 pL. Um controle foi estabelecido sem a adicdo de PNGase F. A solucao foi
analisada por eletroforese em gel de poliacrilamida nativo (Gel empacotador:
0,1 M Tris-HCI pH 6,8; acrilamida/bis-acrilamida 4%; 50 uL PSA 10%; 10 uL
TEMED; Gel de separacédo: 0,5 M tris-HCI pH 8,8; acrilamida/Bis-acrilamida
12%; 50 uL PSA 10%; 10uL TEMED; Tampé&o de corrida Tris-glicina: 25mM
Tris-base; 200mM glicina; 1% SDS. Volume final = 6 mL), adaptado de
KURIEN; SCOFIELD, 2012. Apos a eletroforese, o gel foi incubado com 20 mL
de 50 mM Asn e 0.5 M hidroxilamina pH 7 por 30 minutos, e em seguida lavado
com agua e incubado por alguns segundos a minutos com 10 mL de reagente
férrico (10% (m/v) FeCls, 5% (m/v) TCA e 0,66 M HCI). As bandas contendo
atividade asparaginasica obtém uma coloracdo alaranjada (denominado
Zimograma). O gel foi lavado novamente com agua e incubado com Coomassie
Blue R-250 (Bio-Rad®, California, USA) por 20 minutos (denominado PAGE-
Nativo Azul).

Uma aliquota da reacédo foi usada para medir a atividade especifica da
ScASNasell glicosilada e ap6s a remocédo da glicosilacdo foram medidas pelo

meétodo do reagente de Nessler.

3.7.5 Cinética enzimatica da ScASNasell

Os parametros cinéticos da ScASNasell foram medidos pelo método
descrito e adaptado de RIGOUIN et al., 2017. Uma concentracao fixa de 50 nM
de ScASNasell foi incubada a 37°C com 0,4 mM a-cetoglutarato, 0,13 mM [3-
dinucledtido de nicotinamida e adenina (B-NADH), 0,5 U malato desidrogenase
(MDH) e Transaminase glutamico-oxalacética (GOT). Nessa reacdo, a
concentracéo de Asn varia em uma faixa de 0 a 2,5 mM.

A hidrolise da Asn libera acido aspartico que é usado com a-
cetoglutarato para formar oxaloacetato e acido glutamico na presenta de GOT.
Em seguida o oxaloacetato em conjunto com -NADH é transformado a malato
e NAD+ na presenta de MDH. A oxidacdo do B-NADH é medida continuamente
no comprimento de onda de 340 nm e o coeficiente molar usado foi 6,3x103 M-

Icm™ a 340 nm.
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3.7.6 Citotoxidade da ScASNasell contra MOLT-4

A linhagem celular de LLA MOLT-4 foi obtida do Banco de Células do
Rio de Janeiro (RJ/Brasil). As células foram incubadas a 37°C com atmosfera
de 5% CO2 em meio Roswell Park Memoria Institute 1640 (RPMI)
suplementado com 10% soro fetal bovino, 2,5 g/L de glicose, 10 mM HEPES e
1 mM piruvato de sodio (instrugcbes do banco de células), até atingir
confluéncia. As células foram centrifugadas a 200 g por 10 minutos e
ressuspendida em 1 mL do mesmo meio. Para contagem de células, 10 pL
dessa suspensdo de células foram adicionados a 90 pyL de azul de tripano
0,1%, e 10 pL dessa solucdo foram transferidos para uma Camara de
neuBauer e a concentracdo celular dessa suspensdo foi definida. 5 x 103
células foram incubadas em uma placa de 96 pocos com 0, 0,01, 0,03, 0,05,
0,1, 0,5 e 1 Ul/mL de ScASNasell no volume final de 150 uL. Como controle, as
células foram incubadas com o veiculo da enzima (50 mM Tris-HCI pH 7,4), ou
somente com o meio de cultura. A incubagdo foi mantida por 72 horas e foi
adicionado brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazo6lio (MTT)
(MOSMANN, 1983) para uma concentracdo final de 0,5 mg/mL. A placa com
MTT foi incubada a 37°C com atmosfera de 5% CO:2 por 3 horas. A placa foi
centrifugada a 2500 g por 10 minutos para precipitacdo dos cristais de
formazan e o sobrenadante cuidadosamente descartado. Para solubilizar os
cristais, 200 uL de dimetilsulféxido foi adicionado e a placa foi gentilmente
homogeneizada por 15 minutos. A absorbancia foi medida no comprimento de
onda de 570 nm no leitor de placas SpectraMax Microplate Reader. A
viabilidade celular dos tratamentos foi comparada com o controle com o

tratamento com o tampao (cuja viabilidade nesse caso foi considerada 100%).

3.8 Andlise estatistica
Todas as andlises foram feitas em triplicata e os resultados foram
mostrados como média + desvio padrdo (DP). Analises estatisticas foram

auxiliadas pelo programa Prism 5 (GraphPad Software).
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4. RESULTADOS

4.1 Amplificacdo dos fragmentos para construcdo do vetor de

expresséo.

Os fragmentos foram individualmente amplificados numa série de
reacoes de PCR descritos na metodologia. Inicialmente obteve-se o plasmideo
pJAG-s1 (4569 pb) linearizado com as regibes de anelamento para as
sequéncias de sinalizacdo da proteina a-amilase (denominado pJAG_alfa) ou
fosfatase acida (denominado pJAG_PHOL1) (Figura 6). Os primers desenhados,
além de adicionarem regides que anelam com a sequéncia sinalizadora e com
0 gene ASP3, removem a sequéncia sinalizadora aMF ja contida no plasmideo
pJAG-s1 (Anexo V). Dessa forma, o plasmideo passa de 4833 pb para 4569
pb.

Figura 6: Obtencdo do vetor pJAG com pontas para anelamento com as sequéncias
sinalizadoras e o gene ASP3. Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. 1: Padrédo
de massa 1lkb Plus DNA Ladder (Invitrogen™). 2-3: amplificacdo pJAG_alfa e pJAG_PHO1

respectivamente. 4: controle negativo da reacdo (sem adicdo de molde de DNA).

Posteriormente, as sequéncias sinalizadoras foram amplificadas como
descrito na metodologia e denominadas alfa (Figura 7A) e PHO1 (Figura 7B).
Foram testadas duas concentracdes do material genémico para a PHO1 (uma

sem diluicdo e a outra diluida 10x) para conseguir amplificar corretamente.
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Figura 7: Obtencéo das sequéncias sinalizadoras para secre¢cao de proteina. (A) Gel de
agarose 1% corado com brometo de etideo, 1: Padrdo de massa molecular 1 kb plus DNA
ladder. 2: amplificacdo alfa. (B) Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. 1: Padrédo
de massa 1lkb plus DNA ladder. 2: amplificacdo PHO1 usando o material gendmico sem
diluicdo. 3?2 raia: amplificagdo PHO1 usando o material gendmico 10x diluido.

O gene ASP3 foi amplificado do plasmideo pUC-57 sintetizado pela
GenScript® com os iniciadores especificos para cada sequéncia, denominados
ASP3 alfa e ASP3_PHOL1 (Figura 8). Os iniciadores foram desenhados tanto
para anelar com a sequéncia sinalizadora, quanto para remover a sequéncia
sinalizadora endogena do gene ASP3, que corresponde aos aminoacidos 1 a
25 (KIM et al. 1988).

Para fusionar a sequéncia sinalizadora com o gene, os produtos de PCR
foram purificados do gel e uma segunda reacao de PCR foi feita como descrita
na metodologia. Essa amplificacdo foi denominada ASP3+alfa e ASP3+PHO1
(Figura 8), sendo o tamanho esperado, uma amplificacdo ligeiramente maior
gue 0 gene sem a sequéncia.

Por fim, a reacdo de PCR de fusdo do vetor pJAG_alfa com o gene
ASP3+alfa e pJAG_PHO1 com ASP3+PHOL1 foi realizada, porém os produtos
dessa reacdo sao de dificil visualizagdo no gel de agarose. O tamanho previsto
do vetor construido € 5615 pb para a construcdo pJAG+alfa+tASP3 e 5621 pb
para a construcdo pJAG+PHO1+ASP3. Cada construcdo apés a fusédo por

PCR foi diretamente transformada em E. coli DH5a eletrocompetente.
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Figura 8: Obtencdo do gene ASP3 e sua fusdo com as sequéncias sinalizadoras. Gel de
agarose 1% corado com brometo de etideo, 1-2: gene ASP3 alfa (com pontas prontas para
fusdo com a sequéncia sinalizadora de secre¢do alfa amilase) e ASP3_PHO1 (com pontas
prontas para fusdo com a sequéncia sinalizadora de secrecdo da fosfatase &cida),
respectivamente; 3-4: fusdo ASP3+alfa e ASP3+PHO1 respectivamente, note um aumento na
massa do material genético. 5-6: controle negativo da reacdo da ASP3_alfa e ASP3 _PHO1
respectivamente; 7-8: controle negativo da rea¢édo de fusdo da ASP3+alfa e ASP3+PHO1; 9:
Padrao de massa 1kb plus DNA ladder.

Aleatoriamente, dez transformantes de cada construcdo foram
selecionados e triados usando PCR de colénia. O tamanho esperado da
amplificacéo é de 1280 pb (1014 do gene + 60 da sequéncia sinalizadora alpha
+ 206 de amplificacdo extra pelos iniciadores flanqueadores ao sitio de
clonagem do vetor: iniciadores pJAGIntFW e pJAG-s1RV, utilizados para o
sequenciamento) para a construcdo pJAG+alfa+tASP3 e 1286 pb (1014 do
gene + 66 da sequéncia sinalizadora PHO + 206 de amplificacdo extra pelos
iniciadores flanqueadores) para a construcdo pJAG+PHOL1+ASP3. Apenas
duas colonias (Figura 9A) da construcao pJAG+alfa+ASP3 resultaram em sinal
positivo, e nove colbnias (Figura 9B) da construcdo pJAG+PHO1+ASP3
resultaram em sinal positivo. Apenas a colénia da raia 11 (Figura 9B) néo
apresentou o sinal desejado. O controle positivo da reacdo de PCR € o molde
pJAG-s1 sem modificacdes, apresentando amplificacdo prevista de 500 pb
(regido flanqueadora do pJAG-s1 (200pb) + aMF (300pb)).
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Figura 9: Obtencéo final dos vetores de expressdo. Gel de agarose 1% corado com
brometo de etideo. (A) 1-5, 7-11: PCR de colbnia da construcdo pJAG+alfa+tASP3; 6: padrao
de massa 1kb plus DNA ladder. (B) 1: padrdo de massa molecular 1kb plus DNA ladder; 2-11:
PCR de col6nia da constru¢éo pJAG+PHO1+ASP3; 12: controle positivo da reagéo de PCR.

Para avaliar a insercdo correta e sem mutacdo do gene com as
sequéncias sinalizadoras no vetor pJAG-sl, foi realizado o sequenciamento o
DNA plasmidial extraido das duas colénias com sinal positivo da construcao
pJAG+alfa+tASP3 e das nove coldénias com sinal positivo da construcao
pJAG+PHO1+ASP3. Apenas 1 das colénias com sinal positivo da
pJAG+alfa+tASP3 apresentou a sequéncia correta (Figura 10), a segunda
colonia apresentou uma mutacdo de adicdo trocando o quadro aberto de
leitura, 0 que inviabiliza a producédo da proteina. Nao foi possivel verificar a
sequéncia correta de 1 das 9 colbnias, pois o cromatograma do
sequenciamento teve sinal fraco. 8 colbnias da constru¢do pJAG+PHO1+ASP3
apresentaram o gene fusionado a sequéncia sinal da forma correta e nao
apresentaram mutacdo. Os iniciadores foram desenhados para remover a
sequéncia oMF (Anexo V) presente no pJAG-sl; como vemos ho
sequenciamento (Figura 10A e 10B), ndo ha presenca da sequéncia aMF, que
teoricamente estaria na porgcéo anterior ao ATG; comparando com a sequéncia

no Anexo V, vemos que a sequéncia codificadora da aMF foi retirada.
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Figura 10: Sequenciamento de uma amostra com sinal positivo da construcéo
pJAG+alfa+tASP3 (A) e da construcdo pJAG+PHO1+ASP3 (B). O ATG grifado € o inicio da
traducdo da sequéncia (correspondente as sequencias sinais) e o GAA é o inicio do gene
ASP3 sem a sequéncia endégena de secrecao.
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4.2 Transformacéo em P. pastoris GlycoSwitch pep4- sub2-

Um clone de cada plasmideo de expressao construido corretamente foi
incubado em LB e o plasmideo extraido, linearizado e inserido na P. pastoris
GlycoSwitch pep4- sub2- da forma descrita na metodologia.

Seis colbnias aleatdrias da transformacdo de P. pastoris com a
construcdo pJAG+alfa+tASP3 foram selecionadas do centro da placa e
crescidas em YPD com G418 1 mg/mL e o DNA gendmico extraido e triado

para avaliar a incorporagao do vetor no material gendémico (Figura 11).

*2345 6/ 8

Figura 11: Obtencdo do clone de P. pastoris com o gene ASP3+alpha inserido no
genoma. Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. 1: padréo de massa 1 kb plus
DNA ladder. 2-3: triagem da colénia 1, material gendmico diluido 10x e 100x respectivamente.
4-5: triagem da coldnia 2, material genémico diluido 10x e 100x respectivamente. 6-7: triagem
da col6nia 3, material gendmico diluido 10x e 100x respectivamente. 8: controle positivo da
reacdo de PCR com plasmideo vazio néo integrado como molde de DNA.

As trés colonias de levedura foram incubadas para a inducdo da
proteina, uma delas ndo cresceu e foi descartada. As outras duas tiveram a

atividade extracelular analisada por hidroxilamina.

As colbnias transformadas da construcdo pJAG+PHO1+ASP3 foram
incubadas com diferentes concentracbes de G418 entre 0,8, 1, 2, 3, 4 e 5
mg/mL. Todas as colbnias cresceram nas diferentes concentragbes de
antibiotico. Foi selecionada uma colonia aleatoriamente para analisar por PCR
o material genético (Figura 12). O sinal da reacao foi positivo, portanto, esse

clone foi escolhido para a inducéao.
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Figura 12: Obtencdo do clone de P. pastoris com o gene ASP3+PHO1 inserido no
genoma. Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. 1: triagem da col6nia; 2: controle
da reacgdo (vetor vazio). 3: controle negativo. 4: padrdo de massa 1 kb plus DNA ladder.

4.3 Inducéao e analise do tempo e concentracao de metanol

Os clones 1 e 3 com a construcao pJAG+alfa+ASP3 e o clone 29 com a
construcdo pJAG+PHO1+ASP3 foram incubadas com BMGY até chegarem a
uma DOeoo ~ 20. Em seguida a inducéo foi realizada. O meio extracelular foi
analisado quanto a atividade asparaginasica pelo método de hidroxilamina e
quanto a concentracao de proteina dosada pelo método de Bradford.
Os dados da figura 13 mostram que conforme a inducao ocorre, ha uma perda
de atividade da enzima. Para os proximos passos, era necessario escolher um
dos clones contendo a sequéncia de sinalizagdo da a-amilase, dessa forma, os
cultivos com maior atividade (cultivo com 1,5% de metanol para o clone 1 e 1%
de metanol para o clone 3) foram analisados referente a significancia estatistica
(Figura 14). Para uma inducdo de 48 horas, ndo ha diferenga estatistica
significante, e como o intuito era diminuir o tempo de indugéo, qualquer um dos
clones poderia ser usado nos estudos, apesar do clone 1 apresentar uma maior
atividade especifica significante no cultivo de 72 horas (p<0,01). Foi escolhida
o clone 3 por necessitar de uma menor quantidade de metanol (mais seguro)
para a mesma atividade que o clone 1. Para o clone contendo a sequéncia de
sinalizacdo PHO1, foi escolhida a indugcdo com 1,5% de metanol por 48h por
apresentar maior estabilidade em comparacdo a inducdo com 0,5% de
metanol.
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Figura 13: Atividade especifica aparente medida do meio extracelular dos clones 1, 3, 29
e controle (P. pastoris GlycoSwitch pep4- sub2- com o vetor pJAG-s1 sem inserto) em
diferentes tempos com diferentes concentra¢des de metanol.

O objetivo desse trabalho é obter e caracterizar a enzima L-

asparaginase Il de S. cerevisiae com glicosilacdo humanizada, por esse motivo

nao foi feito um estudo muito profundo do melhor clone que produz mais

asparaginase, apenas a que produz de forma suficiente para dar continuidade

ao projeto.
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Figura 14: Atividade asparaginésica no sobrenadante dos clones 1 e 3 (ASP3+alfa) nas
concentracdes de metanol 1,5% e 1% respectivamente, por um periodo de até 120 horas.
Eixo Y é a atividade especifica medida no sobrenadante. Ndo h& diferenca estatistica na
inducdo de até 48 horas. Apesar do clone 1 apresentar maior atividade especifica significante
em 72 horas de cultivo, o intuito é diminuir o tempo de indug&o, portanto os dois clones em 48
horas séo estatisticamente iguais. As barras no grafico representam médiazDP (n=3). Analise
estatistica feita por two-way ANOVA, *p<0,05, **p<0,01.

4.4 Purificagéo

Para obter maior quantidade de proteina para analises bioquimicas, o
cultivo foi aumentado de 5 mL para 500 mL. A DOsoo NO momento da troca de
meio (BMGY para BMMY) foi de 31 para o clone 3 e 31,2 para o clone 29. No
momento da coleta do meio extracelular, a DOsoo era de 41,2 para o clone 3 e
41,6 para o clone 29. O crescimento durante a inducdo é previsto pelo
protocolo de inducéo.

Esses 500 mL de meio extracelular do cultivo ap6s a indugdo foram
purificados de acordo com protocolo descrito na metodologia.

A troca de tampao por ultrafiltracdo se fez necessaria para reduzir a

concentracdo de sulfato de aménio e fosfato de potassio no meio, pois eles

interferem na etapa que envolve a coluna de troca anidnica HiTrap™ DEAE FF.
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Figura 15: Cromatograma da purificacdo da amostra do clone 3 pela coluna

cromatografica HiTrap™ DEAE FF. As fragdes destacadas pelo retangulo apresentam
atividade asparaginasica. O eixo Y € a absorbancia em UV, e o0 eixo X € o volume de eluicdo

da coluna. Os picos estdo cortados por terem alcangado a absorbédncia méaxima do
equipamento.
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Figura 16: Analise por SDS-PAGE das fragdes da troca anidnica com atividade
asparaginasica do clone 3. MM: padrdo de massa molecular de proteinas Recombinant
Molecular Weight Marker M0671 da Sigma®. 1-5: Fragbes com atividade asparaginasica, as

flechas representam a banda referente ao monémero da ScASNasell. As frag6es com atividade
asparaginasica continuam com uma alta contaminag&o por proteinas.
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4.4.1 Purificacdo da enzima do clone 3

As fracbes representadas no retangulo (Figura 15) tinham atividade
asparaginasica, e ao verificar essas amostras por SDS-PAGE (Figura 16),
permaneciam com alto grau de impurezas. Portanto, as fracées apontadas nas
setas (Figura 16) foram juntadas e concentradas para a etapa de purificacdo
por exclusdo molecular (Figura 17). Essa etapa foi capaz de purificar a enzima
em um grau aceitavel para os testes bioquimicos preliminares, pelo que revela
0 SDS-PAGE (Figura 18).
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Figura 17: Cromatograma da exclusdo molecular pela coluna Superdex™ 200 Increase
10/300 GL da amostra do clone 3 e SDS-PAGE das fragcdes com atividade asparaginasica
da exclusdo molecular. (A) O retangulo vermelho contém as fragcbes com atividade
asparaginasica. O eixo Y € a absorbancia em UV (mAU) e o eixo X € o volume de eluigdo em
mL. (B) MM: padrdo de massa molecular de proteinas Recombinant Molecular Weight Marker
M0671 da Sigma®. 1-4: FragBes com atividade asparaginasica, o retangulo vermelho
representa a banda referente ao mondmero da ScASNasell. As fracbes com atividade
asparaginasica estao com um grau aceitavel de pureza para os testes bioquimicos.
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4.4.2 Purificacdo da enzima do clone 29

Apds a troca anibnica pela coluna HiTrap™ DEAE FF (Figura 18), as
fracBes com atividade asparaginasica foram reveladas por SDS-PAGE (Figura
19). Com apenas um passo cromatografico foi possivel purificar essa enzima
de proteinas contaminantes. Porém, a solucdo se manteve com uma coloracao
marrom; dessa forma, ainda assim foi aplicada a cromatografia por exclusao
molecular. As fracdes com atividade asparaginasica foram concentradas e
aplicadas na coluna Superdex™ 200 Increase 10/300 GL (Figura 20). Nesse
ponto, ndo foi feito um SDS-PAGE por ndo ser necessario, pois as fracdes

aplicadas ja apresentavam um alto grau de pureza.
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Figura 18: Cromatograma da troca anidnica pela coluna HiTrap™ DEAE FF da amostra do clone
29. O retangulo preto representa as fragdes com atividade asparaginasica. O eixo Y € a absorbancia
em UV (MmAU) e areta verde € a % de gradiente de NaCl, 30% representa 300 mM de NaCl.
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Figura 19: Analise por SDS-PAGE das fragdes com atividade asparaginasica da cromatografia
por troca anidnica HiTrap™ DEAE FF. MM: padrdo de massa molecular de proteinas Recombinant
Molecular Weight Marker M0671 da Sigma®. 1-4: Fragdes com atividade asparaginasica, o retangulo
representa a banda referente ao mondmero da ScASNasell. Com um passo cromatogréafico, a
ScASNasell do clone 29 foi purificada de outras proteinas contaminantes.
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Figura 20: Cromatograma da exclusdo molecular pela coluna Superdex™ 200 Increase 10/300
GL da amostra do clone 29. As fracdes com atividade asparaginasica estao representadas pelo
retangulo preto. O eixo Y € a absorbancia em UV (mAU) e o eixo X é o volume de elui¢cdo em mL.
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4.5 Testes bioquimicos

A atividade especifica da enzima do clone 3 foi de 123,87 Ul/mg e do
clone 29 foi de 311,15 Ul/mg no pH 8,6 (Figura 21A e 21B). Nessas mesmas
condigbes, a enzima comercial (Leuginase®) nativa de E. coli apresentou
atividade especifica de 133,21 Ul/mg (Figura 21C). Comparando as enzimas
obtidas com a comercial, a clone 3 produz uma enzima aproximadamente 7%
menos ativa, enquanto que a clone 29 produz uma enzima aproximadamente
133% mais ativa.

A partir desse ponto, os testes bioquimicos foram realizados apenas
para a ScASNasell proveniente do clone 29, pois essa enzima apresentava

maior atividade e rendimento na purificacdo comparada com a proveniente do

clone 3.
A Clone 3 B Clone 29
0.20- y =123,87x + 0,0006 0.4+ y =311,15x + 0,004
r2=0,99 r?=0,99
0.15 0.34
c =
£ E
g 0.10- g 0.2
0.054 0.1
0.00 T T 1 0.0 T T 1
0.0000 0.0005 0.0010 0.0015 0.0000 0.0005 0.0010 0.0015
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C Leuginase
0.20 y=133,21x-0,0045
rr=0,97
0.15 °
=
‘e 0.10
3
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Figura 21: Atividade especifica das enzimas purificadas do clone 3 e do clone 29 pelo
método da hidroxiaminélise, em comparacdo com a Leuginase® nas mesmas
condicdes. (A) Atividade especifica da ScASNasell purificada do clone 3. (B) Atividade
especifica da ScASNasell purificada do clone 29. (C) Atividade especifica da ScASNasell
da Leuginase®. Atividade especifica medida pelo método da hidroxiamindlise no pH 8,6. A
ScASNasell do clone 29 apresenta uma atividade consideravelmente maior em
comparacdo ao clone 3 e a Leuginase®. Pontos nos gréaficos representam médiatDP (n=3).
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4.6 Testes bioquimicos da ScASNasell do clone 29

4.6.1 Atividade especifica e pH 6timo

Devido a instabilidade da hidroxilamina em meio basico (constatado
posteriormente), a atividade especifica da ScASNasell foi medida novamente
em pH fisiolégico (pH 7,4). Nesse pH, a atividade especifica fica em 218,2
Ul/mg (Figura 22A). A atividade glutaminasica medida por esse mesmo método
resultou em um valor de 6,78 Ul/mg (Figura 22B), o que representa 3,1% da
atividade asparaginasica da ScCASNasell.

A atividade asparaginasica também foi medida pelo método de Nessler
por ser indicado pelo FDA (ADMINISTRATION, 2013). Por esse método, a
atividade asparaginasica da ScASNasell medida foi de 77,06 Ul/mg (Figura
22C). Para fins de comparacdo, a atividade asparaginasica da Leuginase®
(enzima de E. coli comercial no momento da analise) e da ECASNasell (obtida
de forma recombinante internamente no laboratério) foram medidas também.
Os valores obtidos foram 177.6 e 80.18 Ul/mg, respectivamente (Figura 22D e
23E).

A atividade especifica em diferentes pHs foi medida em diferentes
tampdes (pH 4 a 11) e com adicdo de 500 mM de NaCl para eliminar o efeito
eletroestatico que pode interferir na atividade. Dessa forma, os dados obtidos
estdo representados em uma curva de pH x atividade especifica (Figura 22F).

O pH étimo obtido foi 6, com atividade especifica de 81,81 Ul/mg.
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A Atividade especifica da B Atividade Glutaminasica
ScASNasell (AHA) da ScASNasell
0.25+ 0.081
y=218.2x-0.005 y =6,78x-0,0002
0201 r2=0.981 0.06d 2=0.993
c 0.5
£ £ 0.04-
3 0.0 =
= 2 0.02-
= 0.05- s .
0.00 T T ) 0.00 r T ,
0.0005 0.0010 0.0015 0.005 0.010 0.015
-0.05- mg de protein -0.02- mg de protein
C D Leuginase
Atividade da ScASNasell (Nessler) 0.20+
0.20- y=177.6x + 0.00132
y = 77.06x - 0.0077 045 I =0.992
0159 2=099 £
£
E 0.10 g 0.10-
E - 0.05
= 0.05- .05
0.00+4 T T T T 1 0.00 T T 1
0.0005 0.0010 0.0015 0.0020 0.0025 0.0000 0.0005 0.0010 0.0015
-0.05- mg de protein mg de protein
. s F H é6timo
E Atividade asparaginasica da P :
EcASNasell (Nessler) 100+
0207 vy =80.18x-0.007 801
r?=0.991
0.15- o 60-
E
c -
‘£ 0.104 S 40
g
3 0.05- 204
0.00+4 T T T T 1 0 - —» ]
0.0005 0.0010 0.0015 0.0020 0.0025 0 5 10 15
-0.05- mg de protein pH

Figura 22: Pardmetros bioquimicos da ScASNasell, EcCASNasell e Leuginase® (A)
Atividade especifica da ScASNasell para hidrélise da Asn, grafico da velocidade inicial de
hidrélise por miligrama de ScASNasell, medida pelo método da hidroxilaminélise. (B)
Atividade especifica da ScASNasell para hidrélise da glutamina medida pelo método da
hidroxilamindlise. (C) Atividade especifica da ScASNasell para hidrélise de Asn: medida pelo
reagente de Nessler (D) Atividade especifica da Leuginase® para hidrélise de Asn, medida
pelo reagente de Nessler. (E) Atividade especifica da EcASNasell para hidrélise da Asn,
medida pelo reagente de Nessler. (F) Efeito de diferentes pHs na atividade especifica da
ScASNasell para hidrélise de Asn: tampdes citrato pH 4 e 5; fosfato de potassio 6, 7 e 8;
Tris-HCI pH 9; bicarbonato de sédio pH 10 e 11. A enzima apresentou atividade mensuravel
na faixa de pH 5 a 10. Em adicdo aos tampdes, 500 mM de NaCl foram usados para eliminar
a diferenca eletroestética. Todos os pontos no grafico representam médiatDP (n=3).
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4 .6.2 Estabilidade no soro humano

ScASNasell foi incubada a 37°C com 10% de soro humano e a
estabilidade foi medida com a atividade especifica nos pontos de 2, 6, 24, 48,
72, 96 e 120 horas de incubacao. A enzima comercial Leuginase® também foi
incubada nas mesmas condicdes para fim de comparacdo das estabilidades.
Os dados obtidos estao representados em porcentagem de atividade, sendo o
primeiro valor obtido (0 horas, antes da incubacdo) 100%. (Figura 23). A
ScASNAsell manteve 98,24%+2.36 da atividade especifica quando incubada
com 10% de soro humano por 120 horas a 37°C. A Leuginase® manteve
apenas 60,45%+3,15 da atividade inicial nas mesmas condi¢des. No controle
(50 mM Tris-HCI pH 7.4), a ScASNasell manteve 90,45%+2.54 da atividade
inicial, enquanto a Leuginase® manteve apenas 40,52%z4,25 da atividade

especifica inicial.
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Figura 23: Estabilidade da ScASNasell em comparacdo com Leuginase® em (A) 10%
soro humano e (B) 50 mM Tris-HCI pH 7,4 (controle) a 37°C por até 120 horas de
incubacgdo. Eixo Y é a porcentagem de atividade relativa a atividade obtida no primeiro ponto
(0 hora, 100%) e os valores subsequentes sdo calculados como porcentagem do primeiro dado
obtido. A ScASNAsell manteve 98,24%+2.36 da atividade especifica apds 120 horas de
incubacdo a 37°C com 10% soro humano, enquanto que a Leuginase® manteve apenas
60,45%+3,15 da atividade inicial nas mesmas condi¢Bes. No controle (50 mM Tris-HCI pH 7.4),
a ScASNasell manteve 90,45%+2.54 da atividade inicial, enquanto a Leuginase® manteve
apenas 40,52%z+4,25 da atividade especifica inicial. A atividade especifica foi analisada pelo
reagente de Nessler. As barras representam médiatDP (n=3). Andlise estatistica medida por
ANOVA two-way, *p<0,001.
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4.6.3. Homogeneidade da glicosilacéo e efeito sobre a atividade especifica

O zimograma, o gel nativo azul e 0 SDS-PAGE (Figura 24A, 24B e 24C
respectivamente) revelam N-glicosilacdo homogénea, pois as bordas da
proteina no gel estdo bem definidas. Para comparacao, a Leuginase® também
foi aplicada no gel. A intensidade vermelha da banda no zimograma (Figura
24A) representa a quantidade de acido B-hidroxiaspartico que reagiu com o
ferro. Esse gel corrobora com os dados mostrados acima, que a ScASNasell
tem maior atividade de hidroxiamindlise que a Leuginase®. A presenca de

glicosilacdo nédo interferiu na atividade especifica da ScASNasell (Figura 24D).

Atividade da ScASNasell com e sem PNGase F

B sem PNGase F
[ com PNGase F
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Figura 24: Atividade da ScASNasell, Gel Nativo e SDS-PAGE com e sem tratamento pela
PNGase F. (A) Zimograma e (B) Gel Nativo azul. Em ordem: 1- Leuginase®; 2- ScASNasell
sem adigdo de PNGase F; 3- ScASNasell com adicdo de PNGase F. Uma pequena mudanga
na migracdo da ScASNasell pode ser percebida, e a borda bem definida da banda define uma
glicosilagdo homogénea. (C) SDS-PAGE da 1- ScASNase com adicdo de PNGase F, 2-
ScASNasell sem adi¢cdo de PNGase F e 3- Leuginase®. (D) Atividade especifica da hidrolise
da Asn pela ScASNasell depois do tratamento com PNGase F ou sem tratamento; atividade
medida pelo reagente de Nessler. Eixo Y é atividade relativa em porcentagem, 100% significa a
atividade antes dos dois tratamentos. As barras no gréafico representam media +DP (n=3).
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4.6.4. Cinética enzimatica

Os parametros cinéticos foram determinados pelo ensaio acoplado com
NADH. Uma concentracdo fixa de ScASNasell foi incubada com diferentes
concentragdes de Asn. A velocidade inicial de hidrélise da Asn em funcédo da
concentracdo de Asn esta representada no grafico (Figura 25). Os parametros
cinéticos foram analisados pelo software Prism 5 (GraphPad Software), e estdo
descritos na tabela 2. Com um Km de 120,5+6,7 uM para Asn, a ScASNasell
tem menor afinidade para Asn que a EcASNasell (COSTA et al., 2016). O
nimero de renovacéo (kcat) da ScASNasell foi 46,73+0,59 s, e a eficiéncia
catalitica foi 3,8x10° M-1s1 (Tabela 2).

Tabela 2: Parametros cinéticos da hidrélise de Asn da ScASNasell e EcASNasell.

Vmax (umol.min' kcat.Km-l (M-l.S'
Km (UM) Kcat (S'l)
Y Y
EcASNasell
(COSTA et 2315 0,032+0,00061 134+2 5,8x108
al., 2016)

ScASNasell 120,5+6,7 0,051+0,00066 46,73+0.59 3,8x10°
A 6.0x102 -

:g 4,010

3

=

=

o 2.0x1072 4
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0 A
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Figura 25: Perfil cinético da ScASNasell. (A) Perfil Michaelis-Menten da cinética da ScASNasell
para hidrolise da Asn. (B) Lineweaver-Burke. Pontos no gréfico representam médiazDP (n=3).
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4.6.5. Citotoxicidade contra MOLT-4

O efeito citotoxico da ScASNasell foi medido incubando a linhagem
celular de leucemia linfoide aguda MOLT-4 sensivel & ASNase em uma faixa
de concentracdo de 0 a 1 Ul/mL. Um controle foi feito nas mesmas condi¢des
com adicdo da EcASNasell obtida no laboratério. Os dados da ScASNasell
foram comparados com o controle para avaliar o efeito citotoxico. Depois de 72
horas de incubacgéo, a viabilidade celular foi medida com MTT (Figura 26). A
ScASNasell matou 50% das células viaveis na concentragdo de 0,9 Ul/mL,
enquanto que a EcCASNasell obteve 0 mesmo resultado na concentracédo de
0,03 Ul/mL.

Citotoxicidade
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Figura 26: Viabilidade da linhagem celular de LLA MOLT-4 com tratamento com
ScASNasell e EcASNasell em diferentes concentragdes. Eixo X é a concentragdo de
enzima aplicada no tratamento em Ul/mL, eixo Y é a viabilidade celular em porcentagem do
controle. ICso da ScASNasell = 0,9UI/mL e da EcASNasell = 0,03 Ul/mL. As barras no gréfico
representam médiatDP (n=3). Analise estatistica medida por two-way ANOVA, ***p<0,001;
**p<0,01
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5. DISCUSSAO

A enzima ASNase tem sido usada como primeira linha de tratamento da
LLA por sua capacidade de hidrolisar a Asn da corrente sanguinea, resultando
na apoptose das células leucémicas. Varias fontes de ASNase foram
encontradas e estdo sob estudos como um potencial biofarmaco para tratar
LLA (SOUZA et al.,, 2017; SHAKAMBARI; ASHOKKUMAR; VARALAKSHMI,
2018). Porém, em adicdo aos parametros bioquimicos, a complexidade do
processo de obtencdo da enzima é crucial para viabilizacao industrial.

Como proteina recombinante, ha varios sistemas de expressao para
atingir a forma proteica desejada, e pequenas alteracbes nesse sistema
alteram o processo e o produto final como um todo. Como visto nesse trabalho,
modificando apenas a sequéncia de secrecdo, conseguimos obter a enzima
secretada no meio extracelular. Ndo ha relatos precedentes para essa enzima
secretada. Aplicando praticamente a mesma sequéncia primaria da enzima e o
mesmo sistema de expressdo (com excecao de modificacdes genéticas e de
outra sequéncia de sinalizagéo), nés obtivemos a enzima no meio extracelular
e com apenas um passo cromatografico conseguimos purifica-la. A
combinacéo da sequéncia de sinalizacdo PHOL (clone 29) da P. pastoris e da
cepa P. pastoris Glycoswitch knockout para os genes pep4 e sub2 permitiu a
secrecdo da ScASNasell para 0 meio extracelular e com uma alta atividade
enzimatica e melhores parametros cinéticos. Estudos anteriores (DUNLOP et
al., 1978; DE CASTRO GIRAO et al., 2016) obtiveram a ScASNasell no
periplasma, uma regido Inter membranas. Essa diferenca no local de obtencéo
da enzima pode ser crucial em um eventual scale up industrial, uma vez que a
extracdo proteica do periplasma sofre de varios problemas como: perda de
rendimento e atividade, degradac&o proteolitica, toxicidade dos agentes de
extragcdo e o monitoramento da remocao deles, dificuldade na implementacéo
industrial e contaminacdo com proteina periplasmaticas (LEGOUX;
MALDONADO; SALOME, 1997). A secrecao da enzima no meio extracelular
facilita a obtencdo em escala industrial, uma vez que n&o precisa do

rompimento celular.
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O meétodo de construcdo dos plasmideos se demonstrou eficiente,
possibilitando a construcdo de um vetor de expressdo com mais alternativas
em relacdo a metodologia dos plasmideos comerciais. Diversas sequéncias
puderam ser utilizadas, deletadas e fusionadas. Porém, a CPEC ainda € uma
técnica que precisa ser otimizada para as sequéncias e genes utilizados.
Foram encontrados alguns protocolos sobre a técnica, e ndo ha um consenso
da concentragdo dos componentes da reacdo, podendo variar desde uma
proporcao inserto vetor de 1:1 a uma proporcao de 1:250 (QUAN; TIAN, 2011,
BRYSKIN; MATSUMURA, 2010; SPELTZ; REGAN, 2013).

Inicialmente a construcdo com a sequéncia PHO1 (clone 29) se
demonstrou a menos promissora em pequena escala (Figura 13), por
apresentar menor atividade especifica no meio extracelular e menor
estabilidade durante a inducdo. Porém, quando cultivada em volumes maiores
(500 mL), ela se demonstrou mais facil de ser obtida apdés as etapas de
purificacdo, com maior producdo, uma etapa a menos para obter fracdo pura e
uma maior atividade especifica. Dessa forma, os parametros bioquimicos,
cinéticos e a citotoxicidade foram analisados apenas para a enzima
ScASNasell proveniente do clone 29.

A analise inicial da atividade especifica da ScASNasell tinha revelado
um valor de 311,15 Ul/mg pelo método da hidroxilaminolise. Porém, essa
atividade foi medida em pH bésico 8,6 e a hidroxilamina, um dos componentes
da reacdo, é instavel em pH basico (WEHNER et al., 1992). Portanto, uma
nova medida foi realizada com pH fisiolégico (7,4). Essa medida resultou em
uma atividade especifica de 218,2 Ul/mg, a mesma atividade obtida em
trabalhos prévios (DE CASTRO GIRAO et al., 2016).

Para comparacdo, a atividade glutaminasica também foi medida pelo
método da hidroxilamindlise, pois o método do reagente de Nessler nao foi
capaz de detectar a hidrolise da glutamina pela acdo da ScASNasell. Dessa
forma, a atividade glutaminasica é 3,1% da atividade asparaginasica da
ScASNasell. Esse é um aspecto importante da ScASNasell, de forma que a
atividade glutaminasica pode ser a causa principal de hiperamonemia. As
ASNases terapéuticas geralmente tem baixa afinidade para glutamina
(SHAKAMBARI; ASHOKKUMAR; VARALAKSHMI, 2018; DARVISHI; FARAJI,

SHAMSI, 2019). Porém, a concentragdo de glutamina no sangue € elevada, na
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ordem milimolar de grandeza (RIFAI et al., 2010). Dessa forma, as ASNases
mantem alta atividade de hidrélise da glutamina quando aplicado na corrente
sanguinea. Porém a atividade glutaminasica ndo € s6 prejudicial, ela também é
importante para a citotoxicidade das ASNases para linhagens celulares de LLA
gue apresentam alta expressao do gene ASNS (PARMENTIER et al., 2015).

Para fins terapéuticos, a atividade de hidrolise da Asn é o que deve ser
medido. O método da hidroxilamina, que mede a hidroxilamindlise da Asn, &
uma reagao forcada por adicdo de excesso de hidroxilamina (DUNLOP;
MEYER; ROON, 1980a). Isso ndo ocorre na corrente sanguinea. Esse método
foi utilizado inicialmente para averiguar a presenca de atividade asparaginasica
no cultivo da P. pastoris, pois o meio continha 1% de sulfato de aménio, o que
inviabiliza o teste pelo reagente de Nessler. Dessa forma, como & um
biofarmaco aplicado na corrente sanguinea, optamos por caracteriza-la pelo
método do reagente Nessler, por medir a hidrélise da Asn e por ser
recomendada pela FDA (ADMINISTRATION, 2013).

A atividade asparaginasica da ScASNasell pelo método de reagente de
Nessler foi a mesma que a atividade da EcASNasell obtida internamente no
laboratorio (77,06 e 80,18 Ul/mg respectivamente). Porém, foi menor que a
atividade da Leuginase® (177,6 Ul/mg). Embora a comparagdo com a enzima
comercial seja necessaria e apresente dados importantes, os biofarmacos
contém aditivos na formulacdo que podem aumentar a atividade
asparaginasica e a estabilidade da enzima. Isso j& foi estudado em nosso
grupo (WLODARCZYK et al., 2019), e esses aditivos podem dobrar a atividade
enzimatica. O pH 6timo da ScASNasell medido pelo reagente de Nessler foi 6,
diferente do relatado na literatura (DE CASTRO GIRAO et al., 2016) de dois
picos de atividade nos pH 7,2 e 9. O pH 6étimo relatado na literatura foi medido
pelo método da hidroxilamindlise, que como descrito acima possui um dos
componentes instavel em pH elevado; dessa forma, esse método pode nao ser
habil para medir pH 6timo. Como mostrado nesse trabalho, a instabilidade da
hidroxilamina em pH bésico favorece a reagdo, o que ndo ocorre quando

medido da mesma forma com o reagente de Nessler.
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A ScASNasell manteve 98,2%+2,4 de atividade mesmo depois de 120
horas de incubacdo com 10% de soro humano (obtido de forma comercial). A
Leuginase® apresentou apenas 60,5%+3,2 de sua atividade inicial apds a
mesma incubacado. A estabilidade da ScASNasell também é maior em relacdo
a Leuginase® quando incubada apenas com 50 mM Tris-HCI pH 7.4; a
ScASNasell manteve 90,5%+2,5 da atividade inicial, enquanto a Leuginase®
manteve apenas 40,5%+4,3. Isso é uma grande vantagem para a ScCASNasell,
pois dessa forma doses em uma frequéncia menor sdo necessarias para atingir
0 mesmo objetivo. Além do mais, a Leuginase® por ser um biofarmaco
formulado contém aditivos para estabilizacdo, e a ScCASNasell no teste nao.
Portanto, essa estabilidade poderia aumentar consideravelmente com aditivos.

O processo de glicosilagédo néao interferiu na atividade da ScASNasell,
isso significa que a cepa P. pastoris Glycoswitch utilizada como sistema de
expressao nesse trabalho produziu um perfil de N-glicosilacdo que néo interfere
no sitio ativo da enzima. Na literatura isso ndo foi observado (DE CASTRO
GIRAO et al., 2016), o qual reportam maior atividade asparaginasica para
ScASNasell depois de tratada com PNGase F. Isso pode ser devido ao fato de
ter sido utilizada uma cepa de P. pastoris sem alteracbes genéticas no
processo de glicosilacdo, e o perfil de glicosilacdo da P. pastoris sem
modificacdo ainda adiciona alta quantidade de manose (KANG et al., 1998;
THE; FONG; MOHAMED, 2011). O SDS-PAGE da ScASNasell com e sem
PNGase F (Figura 24C) revelou duas bandas com N-glicosilacdo homogénea,
de forma que com o tratamento com PNGase F, as duas bandas tiveram uma
reducdo de tamanho e mantiveram as bordas bem definidas. Também é
possivel verificar que a banda superior apresenta um pequeno borrdo que nao
sumiu com o tratamento com a PNGase F. Esse borrdo possivelmente € o
processo de O-glicosilagdo que na cepa utilizada ndo h& modificacdes
genéticas para humanizacéo desse tipo de glicosilagcéo.

O perfil cinético da ScASNasell foi caracterizado somente pelo trabalho
de Dunlop, a qual sugeriu a ScCASNasell como uma enzima com perfil cinético
de Michaelis-Menten, com um Km de 250 a 300 pM. Porém, eles obtiveram
esse resultado depois de uma série de passos de purificacdo da enzima
periplasmatica endégena, com quantidade elevada e heterogénea de manose

nos sitios de N-glicosilagéo, e ainda assim a enzima néo estava pura. Esse € 0
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primeiro trabalho que reporta o perfil cinético da ScASNasell recombinante.
Nossos dados revelam um Km para Asn de 120,5 pM. Essa diferenca se deve
ao fato de a enzima desse trabalho estar pura e com uma glicosilacéo
homogénea, como mostra o gel azul nativo e o zimograma.

Pelos nossos dados, a ScASNasell tem menor afinidade para Asn do
que a EcASNasell e Erwinase (NARTA; KANWAR; AZMI, 2007). Esse
resultado pode ser explicado por dois fatores: (1) a ScCASNasell difere de um
aminoacido na sequéncia de reconhecimento da Asn (em verde, Figura 2) em
relacdo a EcASNasell e Erwinase; (2) é possivel que o sitio passivel de N-
glicosilacdo proximo ao sitio de reconhecimento da Asn esteja impedindo
estericamente o reconhecimento da Asn. Esse ultimo reforca a diferenca entre
a afinidade da ScASNasell obtida nesse trabalho com a enzima obtida por
Dunlop em 78, pois eles obtiveram com uma alta quantidade de manose.

A afinidade para Asn € intrinsicamente relacionada ao efeito citotdéxico
da ASNase in vivo (ALl et al., 2016). Um km (afinidade para Asn) na ordem
micromolar de grandeza é desejavel, de forma que a concentracdo de Asn no
sangue varia de 1 a 32 puM (RIFAI et al.,, 2010). N6s detectamos menor
afinidade da ScASNasell para Asn comparado com a EcCASNasell.

A Unica analise de citotoxicidade da ScASNasell na literatura foi medida
apenas contra a linhagem de células de leucemia mieloide aguda (LMA) K562.
O valor de ICs0 da ScASNasell contra K562 foi de 5 Ul/mL (DE CASTRO
GIRAO et al., 2016), o que torna necessaria uma aplicacdo de altas
guantidades de enzima para atingir o efeito antileucémico. Nossos dados
demonstram um ICso de 0,9 Ul/mL contra a linhagem celular de leucemia
linfoide aguda MOLT-4 (ASLANIAN; FLETCHER; KILBERG, 2001;
BERTUCCIO et al., 2017). Esse valor sugere uma aplicacdo da ScASNasell

mais favoravel para LLA do que LMA.
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6. CONCLUSOES

e Foi obtida a ScCASNasell no meio extracelular;

e O protocolo de purificagédo foi capaz de obter a enzima com alto grau de
pureza;

e A atividade especifica da ScCASNasell foi a mesma em comparacao com
a EcASNasell recombinante obtida e purificada no laboratério;

e A ScASNasell apresentou uma maior estabilidade significativa em
comparacao com o medicamento disponivel no mercado no momento do
teste;

e A ScASNasell tem atividade citotoxica contra células de leucemia

linfoide aguda.

7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Devido a atividade citotoxica e a estabilidade da enzima no soro
humano, testes in vivo para essa enzima em camundongo (leucémico ou
modelo xenografico de LLA) dariam resultados interessantes com relacdo a
aplicacdo dessa enzima como um biofarmaco.

Algumas melhorias podem ser feitas para a ScCASNasell. Primeiramente,
a afinidade da ScASNasell para a Asn pode ser aumentada com mutacéo. No
sitio de ligacdo da Asn (aminoé&cido verde na figura 2), a ScCASNasell tem uma
Asn, enquanto que a EcASNasell tem uma glutamina e a Erwinase tem um
acido glutamico. Essa diferenca nos aminoacidos pode ser um fator para a
menor afinidade da ScASNasell para Asn em comparacdo com as outras
enzimas. Outro fator pode ser o sitio passivel de N-glicosilagdo proximo ao sitio
de ligagcdo da Asn. Uma glicosilacdo nessa regido pode prejudicar o
reconhecimento da Asn. Os dados desse trabalho reforcam essa ideia, de
forma que a enzima obtida por Dunlop em 78 foi caracterizada contendo altas
guantidades de manose. No nosso trabalho os N-glicanos produzidos pela P.
pastoris Glycoswitch n&o interferiam na atividade e a analise pela migragéo no
gel mostrou uma pequena redugcdo na massa molecular dos monémeros
(Figura 24C). Essa reducao no tamanho do N-glicano pode ter sido o
responsavel pelo aumento da afinidade da nossa ScCASNasell em comparacéo

com a obtida por Dunlop.
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Portanto, com um unico ciclo de mutacdo, € possivel alterar o
aminoacido asparagina no sitio de ligacao, trocando-a por uma glutamina (a
mesma que a EcASNasell), e alterar a asparagina do sitio passivel de N-
glicosilagdo, trocando-a também por uma glutamina pela semelhanca entre
esses aminoacidos. Como a glicosilacdo € um fator importante para o
dobramento correto e solubilidade da ScASNasell, seria necessario verificar se
alterando esse sitio passivel de N-glicosilacao interfere no dobramento correto.

Apdés essa mutacdo, os testes de atividade especifica, cinética
enzimatica e citotoxicidade revelariam se essas trocas de aminoacidos séo
benéficas para a enzima. E caso sejam benéficos (aumente a afinidade para
Asn e a citoxicidade contra MOLT-4), testes in vivo com modelo de
camundongo leucémico (ou modelo xenografico de LLA) poderdo ser feitos

para avaliar a atividade antileucémica da ScASNasell mutada.
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ANEXO |
Iniciadores para fusionar a sequéncia a-amilase no gene Asparaginase Il

de S. cerevisiae no vetor pJAG.

Trés iniciadores séo repetidos pela sequéncia sinalizadora néo interferir na regido que

esses iniciadores identificam, portanto séo 13 diferentes.

As cores representam as regides que formam dupla fita e facilitam a visualizacéo:
Vermelho identifica a Asparaginase Il

Verde identifica a sequéncia PHO1

Azul identifica o plasmideo pJAG

Bege identifica a sequéncia alfa-amilase

(2) Iniciador alfa-amylase_foward

ATGGTCGCTTGG TGG TCTTTGTTTC 59,9
(2) Iniciador alfa-amylase_reverse

CTATTCTTC TCT TCA GCC AAA GCA GGT GC 61
(3) Iniciador ASP3_amyl|_Foward

CA CCT GCT TTG GCTGA AGA GAA GAA TAG 61
(4) Iniciador Reverse_ASP3

TTA ACC ACC GTA GAC TCC GGA GAA AAC 59,9
(5) Iniciador pJAG_amyl_extensdo_Foward

GA GTC TAC GGT GGT TAA TCA AGA GGA TGT CAG 60,8
(6) Iniciador pJAG_amyl_extensdo_reverse

GA CCAAGC GACCATCGTTTC GAATAATTAGTT G 60,7
(7) Iniciador ASP3_amy|_extenséo_foward

CAACTAATTATTC GAAACGATGGTCGCTTGG TG 60,8
(8) Iniciador ASP3_amyl|_extenséo_reverse

CTG ACATCCTCT TGATTAACC ACC GTAGACTC 60,8

Iniciadores para fusionar a sequéncia PHOL1 no gene Asparaginase |l de S.

cerevisiae no vetor pJAG.
NOME Tm (°C)

(9) Iniciador PHO1_Foward

ATG TTT TCT CCT ATT CTA AGT CTG GAAATT ATT CTC GC 59,4
(10) Iniciador PHO1_Reverse

CTATTCTTC TCT TC C GCA AAG ACT GAT TGG AG 59,9



(11) Iniciador ASP3_PHO1_Foward
CT CCA ATC AGT CTT TGC G GA AGA GAA GAA TAG 59,9
Iniciador ASP3_Reverse

88

TTA ACC ACC GTA GAC TCC GGA GAA AAC 59,9 (repetido)

Iniciador pJAG_PHO1_extensdo_Foward

GA GTC TAC GGT GGT TAA TCA AGA GGA TGT CAG 60,8 (repetido)

(12) Iniciador pJAG_PHO1_extensao_Reverse
C CAG ACT TAG AAT AGG AGA AAA CAT CGT TTC GAATAATTAGTTG 60,6
(13) Iniciador ASP3_PHO1_extensdo_Foward
CAA CTAATT ATT CGAAAC G ATG TTT TCT CCT ATT CTAAGTCTG G 60,6

Iniciador ASP3_PHO1_extenséo_reverse

CTG ACATCCTCT TGATTAACC ACCGTAGACTC 60,8 (repetido)

ANEXO Il

AGARAGTTTGAATACCTTGTT GCTTTCCTTG TTCGT TGCCATGTCATCTGETGCTCCATTECTTARRATTAGAGAR
CAGARRCAATACTTCT TGO T T TAT TAAGATTTT TEEAACAGET GEAACCATTECTTCT AR AGETTCTACTTCC
GCCACTACAGCAGGATACTCCGTTGGTTTGACAGT CARCGATCTTATTGAAGCCETTCCT TCTTT GGCTEAGAAG
GCCARCTTGEAC TATCTTCA R G TTTCCAATCTCGE TTCAR R CAGT TTGAACTACACTCATTTGATCCCACTTTAT
CACGEAATCT CTGARAGCATT GGCTTCCEATGACTACGCCEGAGCAGTTGT CACTCATGET ACAGATACCATGGAR
CAGARCACCTT T CTTT TTGGAT TTGACCATT AR T T TEAGA ARG CCACGTTTE TATCECTEEAGCCATCGAGRCCTGCR
ACTGCTACATCAGCCGATGE TCCARATGAACTTGTATCAAGCAGTT AGTATTGCTZCCTCAGAARAGAGTT TGGET
ACAGEAACT AT GATT ACACT TAAT CACAGA R TCGC TTCAGGTTTT TEEACCACTARCGATEARCEC ARRACACTTTE
GATACTTTCAGAGCTGACGARCAGSGATACCTTGSTTATT TTTCC ARCGATGACETTGAGTTCTACTATC CACCT
GTCARCCCTA R GET TGECA R TTTT TCCATATC T ARATT TEACT GACCC AR CTEARATC CCTGAGETTATTATC
TTGTACTCTT ATCAGGETTT GRACCCAGAACTTATTGTTAAGGCT GTCAAAGATT TGEGLGAGCCARRAGEGTATCGTT
CTT G ACCTT CAGGACC TG TAGTT GEACC G TAC T GEATC A AT T CTCAA T GARC AR TTE TACGAACGRAGT ATGET
ATTCCAATCGTTCACTCTAGARAGARACCGCT GATGEARCTETCCCACCTGATGACGCCCCT GAGTACGCAATTGGA
TCTGETTATT TEAATCCACA R R AT CCAGA A TCTTGC T T AGT TG TGCCT TTACT CTEEGATATGETATEEATCAG
ATTAGATCCGTTTTC TCCGGAGTCTACGGT GGTCT TEGRAAGTTTTGTTCCAGGGTC CACACCATCACCACCATCAT
CATCATCATCACTAR

Sequéncia do gene ASP3 com codons otimizados para P. pastoris
fornecido pela GenScript ®
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ANEXO llI
Sequéncia sinalizadora do gene PHO1
ATGTTTTCTCCTATTCTAAGTCTGGAAATTATTCTCGCTTTGGCTACTCTCC
AATCAGTCTTTGCG

ANEXO IV
Sequéncia sinalizadora do gene a-amilase
ATGGTCGCTTGGTGGTCTTTGTTTCTGTACGGTCTTCAGGTCGCTGCACCT
GCTTTGGCT

ANEXO V
Sequéncia sinalizadora a-mating factor
ATGAGATTCCCATCTATTTTCACTGCTGTTTTGTTCGCTGCTTCTTCTGCTT
TGGCTGCTCCAGTTAACACTACTACTGAGGACGAGACTGCTCAAATTCCAG
CTGAGGCTGTTATTGGTTACTTGGACTTGGAGGGTGACTTCGACGTTGCT
GTTTTGCCATTCTCTAACTCTACTAACAACGGTTTGTTGTTCATTAACACTA
CTATTGCTTCTATTGCTGCTAAGGAGGAGGGTGTTTCTTTGGACAAGAGAG
AGGCTGAGGCT
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ANEXO VI

AOX1 promoter

S. cerevisiae e mating leader

seamless cloning site

pMB origin ) AOX1 terminator

A. gossypii TEF promoter

A. gossypii TEF terminator

G418°

Mapa conceitual do plasmideo pJAG-sl. Esse plasmideo contém a sequéncia
sinalizadora do oaMF de S. cerevisiae, porém ela ndo estara incorporada no
plasmideo final pois o protocolo a ser utilizado “expulsara” essa sequéncia.
Retirado do site (https://www.biogrammatics.com/products/pichia-pastoris-pjag-

sl-expression-vector) da ©Biogrammatics, acessado em: 05/07/2017.
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ANEXO VI

Seq. Sinalizadora

PCR com iniciadores 1 e 2 para alfa-
amilase; 3 e 4 para ASP3; 9 e 10
para PHO1

L Regigo analoga e
Seq. Sinalizadora sobreposta

PCR sem iniciadores, os proprios
componentes da reacio agem
como “iniciadores”

Seq. Sinalizadora

Esquema da fusdo da asparaginase Il com as sequéncias sinalizadoras. A linha
azul representa a regido amplificada que se sobrepde na sequéncia sinal e na
ASP3, formando um dimero para a segunda reacao de PCR, unindo-as. A linha
azul é desenhada para ser uma parte do gene e da sequéncia sinal, ndo ha

adicdo de bases extras.
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ANEXO Vi

pPAOX GME AOX1
’ 1 terminator |

Vetor

PCR com iniciadores de extensdo
especificos para cada sequéncia
sinalizadora

AOX1
terminator

Vetor

PCR sem iniciadores, os proprios
componentes da reacdo agem
comao “iniciadores”

Seq. AOX1
ADX1 s -
A B Sinalizadora terminator |
\ ,f
Esquema da fusdo do inserto (asparaginase Il com as sequéncias

sinalizadoras) com o vetor pJAG-sl. A linha azul representa a regiao
amplificada na sequéncia sinal e na ASP3 que se sobrepbe com a regido
amplificada no vetor, formando um dimero para a segunda reacdo de PCR,
unindo-as. A linha azul é desenhada para ser uma parte do gene e da
sequéncia sinal, ndo ha adicdo de bases extras. Na primeira reacdo de PCR,
os iniciadores foram desenhados para ndo amplificar a regido do aMF, pois néo

sera utilizado.
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ANEXO IX

UNVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comisséo Interna de Biosseguranga

0f.CIBio/0122018/FCF

Sao Paulo, 06 de junho de 2018.

Senhora Professora,

Conforme parecer favoravel do relator, informo a Vossa Senhoria que
em reunidgc da Comissdo Interna de Biosseguranga da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas realizada no dia 06 de junho p.p., o Projeto “Expressdo da L-
asparaginase Il de Saccharomyces cerevisiae recombinante extracelular com
glicosilagdo  humanizada” foi aprovado com a seguinte recomendagédo:
“Recomenda-se que em propostas futuras a pesquisadora inclua, no projeto,

um item sobre os aspectos de biosseguranca de OGM”.

Atenciosamente,

Prof. Dr. O CARLOS MONTEIRO DE CARVALHO

Presidente da ClIBio

llma. Sra.

Profa. Dra. GISELE MONTEIRO DE SOUZA

Departamento de Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica da FCF-USP
NESTA

Av. Prof. Lineu Prestes, n@ 580, Bloco 13 A - Cidade Unlversitéria - CEP 05508-900 - Sko Paulo - SP
Fone (011) 3091-3042 - e-mall: atadfcf.usp.br
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