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RESUMO

CUSTODIO, D. Caracterizacdo de L-Asparaginase de Erwinia chrysanthemi
melhorada por evolugdo sintética de proteinas e otimizacao das condi¢cdes
de producao

A L-Asparaginase (L-ASNase) € uma enzima tetramérica bacteriana, utilizada
em sessoes de quimioterapia. Essa enzima depleta os aminoécidos asparagina
(Asn) e glutamina (GIn), transformando-os em aspartato (Asp) ou glutamato
(Glu), respectivamente, e em amodnia. Contudo, a L-ASNase pode induzir
resposta imune, levando a producéo de anticorpos antiasparaginase, uma causa
importante de resisténcia ao medicamento. Uma L-ASNase ideal seria aquela
com alta atividade e estabilidade e baixo potencial imunogénico, porém, as L-
ASNases utilizadas na terapéutica ndo reunem essas caracteristicas
simultaneamente. Por essa razdo, o presente trabalho utilizou técnicas de
mutagénese randdmica, a fim de criar uma nova proteoforma de L-ASNase de
E. chrysanthemi com uma melhor atividade e estabilidade. Além disso, foram
estudadas condicfes de cultivo em agitador metabdlico, visando a otimizacao de
condi¢cBes de producdo. Foi criada uma biblioteca com 1.056 clones, e desses,
19 foram selecionados por apresentarem atividade superior ou igual a enzima
selvagem quando dosada em extrato bruto. Dentre eles, dois mutantes se
destacaram por apresentarem a atividade especifica glutaminasica diferente da
enzima selvagem. Analises in silico indicam que o mutante 9-6D apresentou
diminuicdo de desordem estrutural e epitopos imunogénicos. O mutante 9-5F
demonstrou uma diminui¢éo da porcentagem da atividade glutaminasica quando
comparada a enzima selvagem. O estudo de producédo do mutante 9-5F indicou
que a temperatura de inducdo, seguida da concentracdo do indutor, sdo o0s
parametros mais relevantes para a otimizacédo da producéo de L-ASNase de E.

chrysanthemi mutante.

Palavras-chave: epPCR, evolugéo sintética de proteinas, biofarmaco, leucemia

linfoide aguda.



ABSTRACT

CUSTODIO, D. Characterization of Erwinia chrysanthemi L-Asparaginase
improved by synthetic protein evolution and optimization of production

conditions

L-Asparaginase (L-ASNase) is a bacterial tetrameric enzyme used in
chemotherapy sessions that deplete asparagine (Asn) and glutamine (Gin),
transforming them into Aspartate (Asp) or glutamate (Glu), respectively, and
ammonia. However, L-ASNase can induce immune response leading to the
production of anti-asparaginase antibody, an important cause of drug resistance.
Ideally, L-ASNase would be one with high activity, high stability and low
immunogenic potential, but the L-ASNases commercially available today do not
present these characteristics simultaneously. For this reason, this study used
techniques of random and site-directed mutagenesis in order to create a new
proteoform of E. chrysanthemi L-ASNase with improved activity and stability. In
addition, culture conditions were studied in a metabolic shaker, aiming at the
optimization of production conditions. A library with 1,056 clones was created,
and of these clones, 19 were selected because they had activity superior or equal
to the wild-type enzyme in crude protein extract. Among them, 2 mutants stood
out for having different glutaminase specific activity in relation to wild-type
enzyme. The 9-6D mutant also showed decreased structural disorder and
immunogenic epitopes. The 9-5F mutant demonstrated a decrease in percentage
of glutaminase activity when compared to the wild-type enzyme. The production
study of 9-5F mutant indicated that the induction temperature followed by the
inductor concentration are the most relevant parameters for the production

optimization of E. chrysanthemi mutant L-ASNase.

Keywords: epPCR, synthetic protein evolution, biopharmaceutical, acute
lymphoid leukemia.
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1. INTRODUCAO

1.1. Contextualizacéo

Apesar de sua modesta participacdo de 3% na producdo mundial de
medicamentos, o Brasil tem relevancia crescente tanto para a industria
convencional quanto para a biofarmacéutica, por ser o 6° maior mercado
consumidor. Além disso, os produtos de origem biotecnoldgica ja respondem
pela maior parcela das despesas do Sistema Unico de Satde (SUS) com
medicamentos (ABIFINA, 2014).

A edicdo da Portaria MS n° 1284 abriu as portas do sistema publico de
saude a induastria nacional de biomedicamentos, e as politicas publicas tém
atuado de forma coordenada para acelerar a convergéncia tecnoldgica por meio
de trés variaveis principais: poder de compra, regulacdo e financiamento.
Entretanto, o desafio de conjugar o atendimento dessa demanda com as
diretrizes estabelecidas de autonomia tecnoldgica pelo programa Parcerias para
o Desenvolvimento Produtivo ainda esta distante de ser vencido (ABIFINA,
2014).

Segundo SOUZA (2012), a continuidade do fornecimento de
medicamentos utilizados em oncologia, em especial onco-hematologia, tem sido
causa de grande apreensdo desde o ano de 2011, pois a oferta de muitos
farmacos foi interrompida. Dentre esses medicamentos esta a asparaginase (L-
ASNase), utilizada em protocolos para o tratamento de Leucemia
Linfoide/Linfoblastica Aguda (LLA). Existiu um planejamento para a producédo
desse medicamento no Brasil até 2015 (CANAL FIOCRUZ), mas que
infelizmente ndo ocorreu.

A situacdo no ano de 2017 ainda era complicada. O Ministério da Saude
emitiu uma nota a imprensa, em 05/04/2017, publicada no Portal da Saude

(http://portalsaude.saude.qgov.br/index.php/cidadao/principal/agencia-

saude/27975-ministerio-fez-consulta-mundial-para-compra-de-asparaginase)

informando que até o momento da publicacdo da nota, ndo havia nenhuma
empresa que possuisse registro da L-ASNase no Brasil e para evitar o

desabastecimento do medicamento, foi realizada uma cotacéo internacional.


http://portalsaude.saude.gov.br/index.php/cidadao/principal/agencia-saude/27975-ministerio-fez-consulta-mundial-para-compra-de-asparaginase
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E notdrio que tanto a biotecnologia tradicional quanto a biotecnologia
moderna sdo altamente promissoras no desenvolvimento de medicamentos
inovadores como os anticancerigenos (ABIFINA, 2013). O desenvolvimento
nacional dessas tecnologias tem se tornado premente para o pais, tanto no
ambito da independéncia tecnoldgica, quanto diretamente na saude da

populacao.

1.2. Leucemia Linfoide/Linfoblastica Aguda (LLA)

O Instituto Nacional do Céancer (INCA) no ano de 2016 estimou 5.540
novos casos de leucemia em homens e 4.530 em mulheres. Esses valores
correspondem a um risco estimado de 5,63 novos casos a cada 100 mil homens
e 4,38 para cada 100 mil mulheres (INCA, 2015). Considerando a LLA no mundo,
aproximadamente 60% dos casos ocorrem em pessoas com idade inferior a 20
anos (CHEN S-H, 2015).

Recentes avancos em quimioterapia intensiva e cuidados adequados
trouxeram melhorias significativas no tratamento da LLA, de modo que
aproximadamente 80% das criancas apresentam remissao completa da doenca
apos o tratamento (CHEN S-H, 2015). A LLA em criancas evolui muito
rapidamente, de forma que a interrupcéo ou o adiamento de qualquer etapa da
terapia implica em prejuizo irremediavel no prognostico que atualmente é de
grande eficacia (INCA, 2011). Existem varios protocolos oncolégicos para o
tratamento de LLA infanto-juvenil que variam conforme a classificacdo no grupo
de risco. Os protocolos sdo compostos por combinacbes de Varios
guimioterapicos (poliquimioterapia) como: metotrexato, vincristina,
doxorrubicina, ciclofosfamida, tioguanina, ifosfamida, corticoides e L-ASNase
(Condutas do INCA LLA, 2011).

Células malignas, tumorais ou neoplasicas sdo diferentes das células
normais do organismo por apresentarem mutacdes em seu material genético, o
que pode gerar alteracbes em diversas fungdes celulares. As LLAs sé&o
caracterizadas por intensa multiplicagdo e grande numero de células das

linhagens linfoide e mieloide imaturas na corrente sanguinea. A LLA apresenta
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malignidades agressivas em criancgas (sobretudo de 3 a 5 anos) e adolescentes
(AVRAMIS, 2012).

As células cancerosas demandam mais energia quimica e substrato para
geracdo de produtos. Os aminoacidos asparagina (L-asparagina, Asn ou N) e
glutamina (L-glutamina, GIn ou Q) ndo sao reconhecidos como essenciais na
alimentacdo, pois muitas células sdo capazes de sintetiza-los. No entanto, sé&o
fundamentais para o funcionamento neural e sobrevivéncia de células
cancerosas, servindo de fonte de carbono e nitrogénio, além do uso na sintese
proteica em condicdes de alta proliferacdo celular. Para as células leucémicas,
a presenca de Asn no meio extracelular e sua absorcdo sdo imprescindiveis
(HAMERCHLAK, 2008).

1.3. L-Asparaginase (L-ASNase)

A L-ASNase, descoberta em 1953 por Kidd, € um inibidor eficiente do
crescimento tumoral. A L-ASNase é uma enzima tetramérica, utilizada em
sessfes de quimioterapia, que hidrolisa Asn e GlIn, transformando-os em
aspartato ou glutamato, respectivamente, e em amodnia. Desde 1970, a L-
ASNase tornou-se um componente essencial na quimioterapia para o tratamento
de LLA infantil. EGLER et al. (2016) fizeram uma comparacao de protocolos de
tratamento com e sem L-ASNase, revelando que o desfecho clinico foi
melhorado em todos aqueles que incorporaram a L-ASNase.

Muitos blastos de leucemia e células da medula ndo tém ou possuem
baixos niveis de asparagina sintetase (ASNS), por isso 0 aminoacido Asn é
fornecido pelo meio extracelular para producdo de proteinas, contribuindo de
forma essencial para o crescimento dessas células tumorais (NARTA et al.,
2007; RAETZ & SALZER, 2010; DOUER, 2008). A diminuicdo desses
aminoacidos para as células leucémicas leva a inibicdo da sintese de proteinas
constitutivas, aléem de proteinas regulatérias fundamentais como as do ciclo
celular (quinases dependentes de ciclinas [cdKs] e ciclinas) e proteinas
antiapoptoticas, resultando em morte celular. Alguns estudos sugerem, ainda,
que por causar efeitos drasticos nas células tumorais, as L-ASNases devem
depletar outros aminoacidos (AVRAMIS, 2012; NOMME et al., 2012).
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Considerando o fato de que proteinas também s&o responsaveis pela
regulacédo de genes envolvidos no crescimento celular, na sintese proteica e no
metabolismo de aminoacidos, alteracdes da concentracao plasmatica de Asn e
GIn levam a hiper-regulacdo da expressao da asparagina sintetase (ASNS), da
glutamina sintetase (GS) e de oncogenes como c-JUN, c-FOS e BCL-2. Estudos
indicam que a queda drastica da concentracdo de GIn inicia has mitocondrias
uma cascata intrinseca de apoptose e resulta em morte celular apés 2 horas
(AVRAMIS, 2012).

A L-ASNase pode induzir resposta imune, produzindo anticorpos
antiasparaginase. Estes séo as principais causas de resisténcia ao medicamento
resultando na reducédo de sua atividade. A resisténcia a L-ASNase pode ser
sintomética, com sinais de hipersensibilidade clinica, ou assintomatica. Os
sintomas incluem urticéria, erupcdes, prurido, eritema, edema, bronco
espasmos, hipotensdo e ocasionalmente choque anafilatico (raros casos). O uso
de medidas profilaticas, como corticoides e anti-histaminicos, nao ¢é
aconselhavel, pois esses podem mascarar 0s sintomas de inativagdo do
biofarmaco. Outros efeitos adversos relatados sado: disfuncdo hepdtica,
alteracdes na coagulacao sanguinea, diarreia, vdmito, pancreatite, supressao da
medula Ossea, hiperglicemia e baixos niveis séricos de antitrombina Ill e
fibrinogénio (NARAZAKI et al., 2012; AVRAMIS, 2012).

De acordo com PATEL et al. (2009), as proteases produzidas por
linfoblastos sdo as principais responsaveis por clivar e inativar L-ASNases
bacterianas, o que pode potencializar o desenvolvimento de reacfes alérgicas.
A melhoria da estabilidade das L-ASNases frente as proteases poderia colaborar
com a diminuicdo de reac¢Bes alérgicas e ainda evitar a perda da atividade da
enzima.

Existem trés formas de L-ASNases terapeuticamente utilizadas por
estarem disponiveis comercialmente e aprovadas pelos 6rgaos regulatérios de
saude: a L-Asparaginase nativa (EcCA) e a L-Asparaginase peguilada (PEG-
asparaginase), que possui ligacdo covalente com um grupo polietileno glicol,
ambas obtidas de E. coli; e a L-Asparaginase obtida de Erwinia chrysanthemi
(ErA) — atualmente denominada de Dickeya chrysanthemi - (Crisantaspase),
(CORTIJO-CASCAJARES et al, 2012). Os trés tipos possuem 0 mesmo

mecanismo de acdo, deplecdo de Asn, mas diferem em suas propriedades



25

farmacocinéticas (RIZZARI et al.,, 2013). Desde entdo, muitas L-ASNases
derivadas de diversos outros micro-organismos foram caracterizadas, mas a
escolha da L-ASNase mais adequada para o tratamento tem sido um dilema para
a comunidade cientifica e médica. Diferencas na farmacocinética,
hipersensibilidade imunoldgica, doses, precos, farmacodindmica entre outros
fatores sédo levados em consideracdo para a enzima ser comercializada e
indicada para terapéutica (RIZZARI et al., 2013; RAETZ & SALZER, 2010). Os
principais fatores que influenciam a atividade antileucémica da L-ASNase s&o os
bioquimicos (atividade de hidrolise, Ky da enzima, atividade excessiva de
glutaminase) e os farmacolégicos (depuracdo sérica da enzima e
desenvolvimento de resisténcia a L-ASNase) (AVRAMIS, 2012).

1.4. L-ASNase de E. chrysanthemi (ErA)

A ErA ¢é indicada para aqueles pacientes que desenvolveram
hipersensibilidade a EcA ou PEG-ASNase (EGLER et al. 2016). As reacdes de
hipersensibilidade, devido a producdo de anticorpos, tém sido observadas em
60% dos pacientes que fazem uso da enzima derivada de E. coli. A fim de reduzir
areacao adversa causada pela quimioterapia, desenvolveu-se a PEG-L-ASNase
(enzima conjugada com polietileno glicol) que apresenta, ainda, a vantagem de
ter um periodo de meia-vida biolégico maior que EcA (PIETERS et al., 2011). A
meia-vida aumentada pode ser atribuida ao menor reconhecimento por
proteases séricas, bem como menor filtragcdo glomerular, devido ao aumento de
massa molar da enzima peguilada. Todavia, € comprovada a existéncia de
reacao-cruzada entre anticorpos desenvolvidos nos pacientes previamente
tratados com EcA e PEG-L-ASNase, inviabilizando a mudanca de uma para
outra. A alternativa quando ha reacdo a alguma das formulacdes de E. coli é
substitui-la por Crisantaspase (ErA). Essa ultima néo apresenta reacao-cruzada
com anticorpos antiasparaginase produzidos contra a enzima de E. coli
(PIETERS et al., 2011; RIZZARI et al., 2013). Assim, muitos pacientes que de
outra forma teriam de interromper o tratamento com L-ASNases sao capazes de

completa-lo usando Crisantaspase (BURKE, 2014).
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A ErA é capaz de hidrolisar a Asn e GIn com pouca estimulacdo do
sistema imune, mas apresenta meia-vida biolégica menor e atividade
glutaminasica maior que as outras formulacdes provindas de E. coli. Com relacéo
ao tempo de meia-vida ap6s a administracdo Intramuscular (IM) foram
encontrados valores de atividade sérica apos 1,28; 5,73 e 0,65 dias para as EcA,
PEG-ASNase e a ErA, respectivamente (EGLER et al., 2016).

Varios investigadores procuram reduzir a atividade glutaminasica das L-
ASNases para diminuir a toxicidade, mas estudos recentes demonstraram que a
atividade glutaminasica € muito importante para a efetividade da acao citotoxica
de celulas leucémicas (PARMENTIERA et al., 2015).

Embora a ErA tenha sido utilizada no tratamento da LLA da infancia
durante véarias décadas, permanece a variabilidade na préatica com respeito a
dosagem 6tima, intervalo de aplicacéo e via de administracdo. A administracao
intravenosa (IV) tem sido rotineiramente utilizada na Europa em doses de 20.000
Ul/mz2 trés vezes por semana. O doseamento intramuscular (IM) indicado pela
FDA (Food and Drug Administration) da ErA € de 25.000 Ul/mz? trés vezes por
semana. Embora a administragdo IM tenha sido amplamente utilizada nos

Estados Unidos, a ErA também esta aprovada para uso IV (EGLER et al. 2016).

1.5. Variabilidade genética e mutacdes aleatorias

A evolucao natural produz um grande namero de proteinas e variantes de
enzimas. Essas variantes naturais exibem sua funcdo com elevada
especificidade e eficiéncia. No entanto, elas sdo ajustadas para executar apenas
a sua funcéo fisiologica e, portanto, sua especificidade e estabilidade estédo
geralmente muito longe das necessidades da industria biotecnolégica. A
evolucao dirigida ou sintética € um processo de laboratorio realizado in vitro para
a geracao de enzimas, proteinas, vias metabdlicas ou mesmo todo um genoma
com propriedades novas e desejadas a serem selecionadas. Para criar evolucao
in vitro, o processo de evolugao natural deve ser acelerado de modo que a
diversidade de sequéncia (variabilidade genética) possa ser criada e selecionada

em um prazo muito mais curto (LABROU, 2010).
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Os dois métodos que tém sido utilizados para evolugdo in vitro sdo a
mutagénese aleatodria e a recombinacgéo génica. Resumidamente, pode-se dizer
gue a recombinacdo genética refere-se a troca de blocos de sequéncias entre
duas ou mais cadeias de DNA e a mutagénese aleatéria é uma estratégia de
evolucdo dirigida que resulta em mutacdes pontuais aleatérias em genes
inteiros.

A mutagénese aleatdria promove a diversidade com mutacfes pontuais,
seja por meio da substituicdo ao acaso de um aminoacido, seja por sua
insercao/eliminacdo, ou ainda producdo de formas truncadas por insergcéo de
codons de parada de traducéo. A introducdo de mutacdes durante o processo
de replicacdo do DNA pode ser realizada por diversos métodos, como o0 emprego
de agentes quimicos ou fisicos mutagénicos, a utilizagao de cepas “mutantes”
ou “proteinas envolvidas na replicagcdo de DNA mutantes”, ou, ainda, emprego
de métodos baseados em mutagénese saturada (WONG et al., 2006). Outra
maneira de criar diversidade molecular é através de mutacdes mediante a
eliminacéo e posterior inser¢cdo de um numero arbitrario de bases consecutivas
em posi¢codes ao acaso (MURAKAMI et al. 2002).

Entretanto, o método ideal para realizar mutagénese aleatéria de um gene
de interesse, além de ser simples, reproduzivel e econémico, deve ter um
espectro mutacional imparcial e uma frequéncia de mutacao controlavel e
independente do tamanho do gene. Os métodos mutagénicos mais amplamente
utilizados por cumprir os requisitos descritos sdo 0os baseados em reacdes
enzimaticas de Polymerase Chain Reaction (PCR) (RASILA et al., 2009).

RASILA et al., (2009) compararam as técnicas de mutagénese aleatorias
mais utilizadas e a técnica de PCR propensa a erro (epPCR); a epPCR foi a que
produziu as maiores taxas de mutagcdo e a mais ampla gama de funcionamento
mutacional, ao passo que 0s métodos quimicos e bioldgicos geraram um nivel
baixo de mutacbes e exibiram uma estreita gama de operacao. Além disso, a
epPCR provou ser uma técnica mutagénica com frequéncias de mutacéo bem
controlaveis.

A mutagénese aleatoria é uma ferramenta poderosa para a elucidagéo da
relacdo entre estrutura e funcdo e para a modificacdo de proteinas a fim de
melhorar ou alterar suas caracteristicas. PCR propensa a erros (epPCR) é uma

técnica de mutagénese aleatdria que gera substituicbes de aminoacidos em
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proteinas, por meio da introducdo de mutacfes em um gene durante a PCR
realizada nos processos de clonagem. As mutacfes sdo deliberadamente
introduzidas através da utilizacdo de DNA-polimerases propensas a erro e/ou
condi¢Oes de reacgédo alteradas (DAUGHERTY et al., 2000).

A epPCR baseia-se substancialmente no aumento da frequéncia de erro
global de Taq DNA polimerase. Essa enzima, que carece de atividade 3'-5'
exonucledsica, apresenta taxa de erro de 0,8-1,1 x 10 substituicdes de
bases/par de base de produto, sob condi¢do padrao de reacdo. O numero de
substituicbes durante a reacdo de epPCR pode crescer aumentando-se a
concentracdo de Mg?* relativa a concentracao total de desoxirribonucleotideo-
trifosfatos (ANTPs), adicionando-se concentracdes superiores a 5 mM de Mn2*
ou utilizando concentragcées de dNTPs desbalanceadas (RASILA et al., 2009;
LABROU, 2010).

A mutagénese aleatéria permite aos pesquisadores identificar mutacoes
benéficas biotecnologicamente na falta de informacao estrutural, ou quando tais
mutacdes sdo de dificil previséo a partir da estrutura de proteinas. Apés a PCR,
a biblioteca de genes mutados pode ser clonada em um plasmideo adequado
para sua expressao e andlise (ZHANG et al, 2015). A evolucao dirigida tem sido
utilizada em diversos estudos e nas mais diferentes areas, buscando melhorias
como o aumento da producdo, aumento da atividade ou para melhoria da
estabilidade de uma proteina ou enzima de interesse.

Exemplos de sucesso tém sido relatados na literatura. Utilizando métodos
de mutacao aleatdria e recombinac¢des génicas foram aumentados em cerca de
30 vezes o0s niveis de expressao da enzima P450sca -2, e em 8 mil vezes a
atividade total da enzima lacase, além de melhorar em 40 vezes o nivel de
secrecdo desta ultima (CAMARERO et al., 2012; LI et al., 2009). Utilizando
apenas mutagénese aleatoria foi obtida a melhoraria da termo estabilidade
enzimatica da DCase-M3 de Ralstonia pickettii (enzima utilizada industrialmente
na producdo de D-aminoacidos opticamente ativos, 0os quais sdo amplamente
utilizados como intermediarios na sintese de pesticidas, antibioticos, peptideos
e horménios) (YU et al. et al., 2009). ANSORGE-SCHUMACHER et al., (2006),
utilizando apenas dois rounds de epPCR conseguiram variantes de
desidrogenase de Candida boidinii com atividade residual até 4,4 vezes (440%)
maior que a enzima de tipo selvagem e propriedades muito adequadas para a
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aplicacdo em processos técnico- sintéticos, permitindo o uso de aprisionamento
em gel de poliacrilamida, como um método de imobilizacdo enziméatico
econdmico e versatil. Mais recentemente, TAN et al., (2016) demonstraram que
a tolerancia ao etanol de Zymomonas mobilis péde ser aumentada através da
mutagénese aleatoria da proteina RpoD do fator de transcricdo global. O grupo
conseguiu isolar quatro mutantes com tolerancia elevada ao etanol a partir de

bibliotecas de PCR propensa a erros.

1.6. Fatores que influenciam a producao de proteina recombinante

A producao heterdloga em E. coli & extensivamente utilizada para se obter
grandes quantidades de uma proteina de interesse. Diversos fatores influenciam
no rendimento final da proteina recombinante, incluindo as condi¢des de cultivo,
composicdo do meio, tipo do indutor utilizado, a duracao da fase de producéo e
o nivel de expressédo (KHAN et al., 2009). Contudo, a otimizacdo de condicbes
de producdo de proteina recombinante ndo é tdo simples, pois estratégias
comuns utilizadas para aumentar a biomassa muitas vezes levam ao acumulo
de uma grande fracéo de proteinas inativas (VOLONTE et al., 2008).

Planejamentos experimentais estatisticos tém sido utilizados por diversos
pesquisadores da area de biotecnologia como uma estratégia de otimizacao de
processo com simultanea reducdo do numero de experimentos (EL-NAGGAR,
N.E.-A. et al., 2015). O método de superficie de resposta (RSM) é rotineiramente
utilizado para estudos de otimizacdo, e € desenvolvido com base no
delineamento composto central fatorial (CCD) (BEIGI et al., 2012).

A composicao do meio de cultivo é considerada fator fundamental para a
producao eficiente de biomoléculas e, portanto, deve ser estudada e otimizada.
De acordo com SEZONOV (2007), o meio LB é muito utilizado no cultivo de
bactérias recombinantes e contém menos de 100 uM de acgUcares fermentaveis
e utilizaveis por E. coli (agcucares livres, fosfatos de acucar, oligossacarideos,
nucleotideos etc.). Além disso, o0 meio LB é rico em oligopeptideos e
aminoacidos metabolizaveis.

Apesar do LB ser um meio de cultivo amplamente utilizado para cultivar

culturas bacterianas, principalmente pela facilidade de preparo e por ser fonte de
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uma ampla base de nutrientes, 0 mesmo pode ser uma escolha inadequada para
estudos fisiolégicos em que a reprodutibilidade é necesséaria (NIKAIDO, H.,
2009).

Outro fator importante, quando se utiliza um micro-organismo
recombinante em cultivos de larga escala, é a instabilidade do plasmideo
(AKESSON et al., 2001; SCHMIDT, 2005), que pode ser afetada por diversos
fatores, até mesmo pelo préprio indutor da expressao. A sintese de proteinas
recombinantes em E. coli, como a L-ASNase, comec¢a apos a adicdo de um
indutor adequado ao promotor usado na clonagem (AKESSON et al., 2001) e o
tempo da fase de inducdo tem de ser o minimo para evitar degradacéo e garantir
a obtencdo de uma enzima de alta qualidade. O momento de inicio da inducéo
é fator importante na expressao de proteinas recombinantes, uma vez que o
estado fisioldgico do cultivo no momento da inducéo pode afetar a resposta e a
eficiéncia metabdlica. Se o inicio do processo de indugcédo ocorre na metade da
fase logaritmica de crescimento, as células (que ainda sdo poucas) podem
fornecer energia e precursores metabdlicos para a sintese proteica. Por outro
lado, se a inducdo comeca no final da fase logaritmica ou na fase estacionaria
de crescimento, havera alta concentracdo celular no meio, mas as células
poderdo estar fisiologicamente em condicdo desfavoravel para producdo de
proteinas (CURLESS et al., 1990). O resultado final sera especifico para cada

biomolécula alvo e deve ser avaliado nos bioprocessos.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Obtencéo de uma ErA melhorada em relacao as proteoformas atualmente
aplicadas na terapéutica, por meio de condi¢cbes otimizadas de producdo,

contribuindo assim para aumento do rendimento e da produtividade.



31

2.2. Objetivos Especificos

a) Criacao de biblioteca de clones produtores de ErA

b) Avaliacdo do sequenciamento genético dos clones selecionados para

verificar mutacoes.

c) Determinacdo da atividade especifica (asparaginasica e glutaminasica)
das ErAs selecionadas.

d) Avaliacdo da estabilidade das proteinas mediante a incubacdo com

Catepsina B (CTSB) e Asparaginil endopeptidase (AEP).

e) Analise da influéncia do pH e temperatura na atividade enziméatica.

f) Avaliacdo da termo estabilidade da enzima.

g) Estudo da influéncia dos meios de cultivo no crescimento celular do clone

mutante em agitador metabdlico.

h) Analise da influéncia das variaveis durante a fase de inducao:
concentracéo indutor, temperatura e tempo de inducdo e velocidade de

agitacao na producéo de ErA do mutante selecionado.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais
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Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico ou superior obtidos
da Sigma-Aldrich, Merck-Millipore, ou fornecedores indicados quando de origem
diferente. O vetor de clonagem pUC57 contendo o gene asnB codificador de L-
ASNase de E. chrysanthemi foi adquirido da empresa norte-americana
GenScript, a qual realizou a sintese do gene com coédons otimizados para
expressao em E. coli.

O vetor de expressao utilizado foi o pET15b (Novagen — Merck Millipore),
que possui 5708 pbs com trés sitios de clonagem (Ndel especifica para o sitio 5’
CATATG 3’, BamHI para a sequéncia 5° GGATCC 3’). A presenga de origem de
replicacdo compativel com o sistema de sintese de DNA da célula hospedeira,
permite que o sistema enzimatico do mesmo reconheca e multiplique esse novo
DNA. Além disso, presenca de marcadores genéticos como 0 gene de
resisténcia a ampicilina permitindo a selecdo de clones resistentes. E por fim,
contém também uma regido promotora e terminadora de T7 RNA polimerase
para transcricdo em alta eficiéncia.

As enzimas de restricdo utilizadas na construcdo do vetor foram Nde | e
BamH | da New England Biolabs. Para as clonagens foi utilizada a bactéria
DH5a, enquanto que para expressao utilizou-se a linhagem de bactéria E. coli:
BL21(DES3) [F-, amp T, hsdSb (rB- mb-), gal, dcm (DE3)] (Novagen).

O preparo dos meios de cultivo foi realizado de acordo com ROMANO et
al., 2009, mostrado na Tabela 1:

Tabela 1: Composicédo dos meios de cultivo utilizados no crescimento de E. coli
recombinante visando a producéo de ErA.

Meio Composicéao do meio de cultivo

LB 10g/L bacto-triptona, 5g/L extrato de levedura e 5g/L NacCl

SB 32g/L bacto-triptona, 20g/L extrato de levedura e 5g/L NaCl
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SB3 449/L bacto-triptona, 30g/L extrato de levedura e 10g/L NacCl

B 12g/L bacto-triptona, 24g/L extrato de levedura, 8mL/L de
glicerol, 177mM KH2PO4 e 72 mM K2HPO4

12g/L bacto-triptona, 24g/L extrato de levedura, 8mL/L de
glicerol, 177mM KH2PO4, 72 mM K2HPO4 e 5g/L NaCl

TB5

Ty 20g/L bacto-triptona, 10g/L extrato de levedura, 8mL/L de

glicerol e 5g/L NaCl

3.2. Obtencao da proteina ErA Selvagem

3.2.1. Construcao do vetor de expressao da ErA

A construcdo do vetor de expressdo com o gene asnB otimizado foi
realizada anteriormente pela aluna de iniciacao cientifica do grupo, Mariana Silva
Moreira Leite.

No vetor pET15b, a presenca de origem de replicagdo compativel com o
sistema de sintese de DNA da célula hospedeira, permite que o sistema
enzimatico da mesma reconheca e multiplique esse novo DNA. Além disso,
presenca de marcadores genéticos como o gene de resisténcia a ampicilina
permite a selecdo de clones transformantes. E por fim, esse vetor de expressao
contém também uma regido promotora e terminadora de T7 RNA polimerase
para transcricdo em alta eficiéncia (NESTEROVA et al., 2001).

A construcdo (asnB + pET15b) foi transformada nas cepas de E. coli
DHb5a, ideal para a manutencdo do plasmideo, e BL21(DES3), ideal para
expressao proteica (NOVAGEN, 2006). Também foi realizada uma construcao
em que o vetor de expressdo sem o0 gene de interesse (pET15b vazio) foi
transformado em E. coli BL21(DE3). Em todos 0s casos, as cepas depois de
transformadas foram criopreservadas em glicerol 10%, a temperatura de -80°C.
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3.3.  Producao da biblioteca de clones mutados randomicamente
Diversas metodologias foram utilizadas para a obtencao da biblioteca de

clones mutantes da ErA. O esquema experimental esta indicado na Figura 1 e

as metodologias estao descritas nos subitens dessa secéo:

Desenho dos

iniciadores

Obtencgdo de
plasmideos

Amplificagdo do
gene asnB

PCR propensa a
erro

Purificagdo,
Digestdo e
| Ligagdo

Transformagdo e
plagueamento
das bactérias

Produgdo da
biblioteca de

mutantes

Figura 1. Esquema dos passos metodologicos seguidos para a producdo da biblioteca

de mutantes.

3.3.1. Desenho de iniciadores

Os iniciadores foram desenhados com o auxilio do programa CLC
Sequence Viewer, em que se verificou a possivel existéncia de sitios de clivagem
para as enzimas de restricdo escolhidas no interior da sequéncia do asnB.

A escolha das enzimas de restricao e do tampao adequado se fez a partir

da consulta do site da New England Biolabs, e as enzimas escolhidas foram Ndel
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(adaptador no iniciador direto) e BamHI HF (adaptador no iniciador reverso) e o
tampéao “CutSmart ® buffer”.

A determinacdo do tamanho dos iniciadores e da temperatura de
anelamento foi realizada com o auxilio do site da Integrated DNA Technology,
através do programa OligoAnalyzer 3.1 (https://www.idtdna.com/calc/analyzer) .

Os iniciadores foram adquiridos da empresa Exxtend, e as sequéncias

nucleotidicas estao indicadas abaixo:

AspZ2E.chrysanthemifw: 5° GGG AAT TC CATATG G AAC GCT G 3’
Asp2E.chrysanthemirev: 5 CGC GGA TCC TCA AGT AAGG 3

Os iniciadores vieram liofilizados e foram diluidos com tamp&o Tris-EDTA
(TE: 10mM Tris; 0.1 mM EDTA; pH 8.0) para uma concentracdo de 1 nmol/pl, e
foi denominada de solucéo iniciador estoque.

Uma nova diluicdo foi feita de forma que a concentracdo final dessa

solucéo fosse de 15 pmol/ul, a qual foi chamada de solugéo trabalho.

3.3.2. Obtencéo do plasmideo pET15b+asnB

As cepas de E. coli DH5a (asnB + pET15b) foram inoculadas em 4 mL de
L.B. com 0,1mM de carbenicilina e incubados a 37 °C, 180 rpm por 16 horas.

ApoOs o crescimento das células, foi realizada a extracdo plasmidial
através do kit comercial QlAprep Spin Miniprep Kit, de acordo com as instrucdes
do fabricante. O principio desse kit é baseado em um procedimento de lise
alcalina modificada, seguida da ligacdo do DNA plasmidial & resina QIAGEN sob
condicBes apropriadas de baixa salinidade e pH especifico (QIAGEN, 2012).

O plasmideo eluido foi utilizado como molde para as amplificacées por
PCR (reacdo em Cadeia da Polimerase), descrito em 3.3.3., bem como na
transformacdo da linhagem de expressdo BL21(DE3), servindo de controle

positivo para atividade 6tima de ErA.


https://www.idtdna.com/calc/analyzer
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3.3.3. Amplificacao de asnB para molde da epPCR

A amplificacdo do asnB foi realizada de acordo com seguinte protocolo
(VF =50 pL): iniciador forward T7 (0,3 uM); iniciador reverse T7 (0,3 uM); 46 uL
Platinum® PCR Supermix (Invitrogen™) e 1 ng/yL de molde derivado da
extracdo plasmidial do pET15b+asnB (item 3.3.2). O Termociclador utilizado foi
o Veriti™ da Applied Biosystems® com o seguinte ciclo: 1x a 94 °C por 2 minutos;
30x a 94 °C por 30 segundos (s), 55 °C por 30 s e 72 °C por 1 minuto; 1x a 72
°C por 7 minutos e » a 4 ° C. O tamanho esperado resultante dessa amplificacao
€ de 1035 pbs.

O resultado da amplificacdo de DNA foi analisado por meio de eletroforese
em gel de agarose 0,8% em TAE 1x (Tris base 40 mM, &cido acético 20 mM,
EDTA 0,05 mM, pH 8,0) com 0,1 uM de brometo de etideo, o qual possibilita a
visualizacdo do DNA em luz UV, usando fotodocumentador Major Science UV
DI.

3.3.4. Mutagénese randdémica por PCR propensa a erros (epPCR)

A biblioteca de clones foi obtida com a utilizagdo do kit da Agilent
GeneMorph® Random Mutagenesis, de acordo com o protocolo sugerido pelo
fabricante (VF = 50 pL): 2,5 ng/uL de iniciador forward especifico
(Asp2E.chrysanthemifw 125 ng/uL); 2,5 ng/uL iniciador reverse especifico
(Asp2E.chrysanthemiScrev 125 ng/uL); 1 uL de 10x Mutazyme Il reaction buffer,
40 mM dNTP mix, 1 uyL de Mutazyme Il DNA polymerase e 1 ng/uL de molde (50
ng/pL) derivado da PCR descrita acima (item 3.3.3). Areacao da epPCR ocorreu
com o seguinte ciclo: 1x a 95 °C por 2 minutos; 25x a 95 °C por 30 segundos (S),
63 °Cpor30se72°Cpor30s;1xa72°C por 10 minutos e « a4 °C. De acordo
com o0s parametros utilizados na reacdo executada e a partir da analise da
Tabela 2, adaptada dos dados do fabricante, a taxa de mutagao prevista para o0s

possiveis clones mutantes da biblioteca era de média a alta.
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Tabela 2. Tabela adaptada representando a taxa de mutagbes previstas

utilizando o kit GeneMorph® Random Mutagenesis

Frequéncia de mutagdes vs. Quantidade inicial de molde
Taxa de Frequéncia de mutacdo | Quantidade de material Numero de
mutagao (mutagbes /kb) para a amplificacdo (ng) amplificagbes
Baixa 0-4,5 500-1000 1,5-10
Média 45-9 100-500 10-100
Alta 9-16 0,1-100 100-10000

O produto da reacdo da epPCR foi purificado através do kit GFX PCR
DNA da GE Healthcare, de acordo com as instrucdes do fabricante. A verificacao
da purificacéo foi feita através de eletroforese em gel de agarose 0,8% corado

com brometo de etideo, como descrito previamente em 3.3.3.

3.3.5. Digestao e ligacao

A reacao de digestdo dos DNAs foi realizada com as enzimas Bam HIl e
Nde I, com tampéo CutSmart®, de acordo com as instrucdes do fabricante New
England Biolabs. Para a digestdo do vetor pET15b, utilizou-se 250 ng do vetor
com 9,1 pyL de tampdo CutSmart®, 1,2 U de Bam HI H.F., 2,0 U de Nde |,
totalizando 75 pL de reacéo por 16 horas a 37 °C. Para a digestédo do produto de
PCR propensa a erro purificado foram digeridos 150 ng por 16 horas a 37 °C
com 9,1 uL de tampao CutSmart®, 1,2 U de BamHI H.F., 2,0 U de Ndel,
totalizando 75 pL de reagcdo (NEW ENGLAND BIOLABS, 2014)

Terminada a digestao, fez-se a purificagdo dos DNAs apds eletroforese
em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo, seguindo as instrucdes
do fabricante do kit GFX PCR DNA da GE Healthcare. A quantificacdo de
material genético foi realizada através da comparacao da intensidade de bandas
com padrao comercial Low mass DNA ladder em gel de agarose, uma vez que
€ necessaria a concentracdo para calcularmos as quantidades de DNA
necessarios para a reacao de ligagdo. Foram obtidas as concentragbes de 50
ng/ul para o inserto e 20 ng/ul para o vetor.

A reacao de ligacao foi realizada de acordo com o protocolo da enzima T4
DNA Ligase (PROMEGA, 2016). Foram utilizados 12,5 ng do vetor pET15b
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digerido, 60 ng dos insertos previamente digeridos, 2 uL Ligase Buffer 1x e 0,3
U/uL de T4 DNA ligase totalizando em 15 L de reacéo. Essa reacgao foi incubada
a 16 °C por 16 horas.

3.3.6. Transformacéo e plagueamento.

Apés a reacao de ligagao, foi feita a transformacéo em E. coli BL21 (DE3)
competente. Da reagdo de ligacdo, 1,2 pL foram adicionadas a um tubo
eppendorf contendo 40 uL de E. coli BL21 (DES3) eletrocompetente, sendo que
essa mistura foi inserida na cubeta para eletroporacao. A eletroporacao ocorreu
a 2,5 kV (equipamento BioRad®. Gene Pulser II). Em seguida, foi adicionado 1
mL de L.B. na cubeta para a ressuspensao das células bacterianas, as quais
foram incubadas por 1 hora a 37 °C sob agitacdo de 180 rpm.

ApoOs esse periodo, 100 yL da transformacéo foram plaqueadas em meio
sélido L.B. contendo 0,1 mM de carbenicilina. Fez-se 13 placas derivadas da
mesma transformacao, as quais ficaram incubadas a 37 °C por um periodo de

16 horas para o crescimento de colonias.

3.3.7. Construcao da biblioteca de clones mutantes

Para a construcdo da biblioteca de mutantes, foram utilizados trés
controles: positivo, negativo e vazio. O controle positivo foi definido como a
construgcdo asnB + pET15b; o controle negativo como a construcao pET15b
vazio, ambas transformadas em E. coli BL21(DE3). E por fim, o controle
denominado vazio, no qual ndo foi inoculado nenhum micro-organismo.

De cada uma das 13 placas preparadas no item 3.3.6, selecionou-se 88
colbnias pequenas e isoladas para a criagao da biblioteca de mutantes. Utilizou-
se 13 placas de 96 pocos de volume 1 mL por poco para o crescimento de cada
colénia. Colocou-se 400 pL de meio liquido L.B. com carbenicilina em cada poc¢o
e inocularam-se 0s mutantes e 0s micro-organismos de controle na placa

conforme indicado na Figura 2:
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Cada poco com um clone isolado diferente

I

O O O O O O O ~| 4m Coluna de controle

E. Coli BL21 sem gene asnB . O O O O O O C' O’ O O O
(PET15b vazio) d [OCXCTOXOXONOXOXOXONOXORO,
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E. Coli BL21 com gene asnB % O O O O O O O O O O O
. (asnB + pET15b) ' : CEOXORORONONORONORONCD)
' CHCRORONCRONORONOXORC),

Pocos com meio de cultivo, G OXORORONOXOXORONOXORO)
sem micro-organismos H C) O O O O O O O O O O O

Figura 2. Esquema da conformacgéao das placas para a criacao da biblioteca de mutantes.
Os controles foram inoculados na coluna 1: das linhas A, B e C - negativos, das linhas
D, E e F- os controles positivos. Ainda na coluna 1 das linhas G e H, foi inserido apenas
meio de cultura LB com 0,1 mM de carbenicilina para a verificacdo de possiveis

contaminagdes cruzadas devido a agitagdo da placa.

Apos o indculo, cada placa foi incubada em agitador metabdlico a 37 °C,
sob agitacdo de 180 rpm, por 16 horas. Apds o crescimento, as células foram
criopreservadas na prépria placa e armazenadas a -80 °C.

3.4. Selecao dos mutantes

A selecdo dos clones mutantes foi realizada de acordo com os

procedimentos descritos abaixo e estdo esquematizados na Figura 3:
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Crescimento celular
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Extragdo da fracdo
periplasmatica
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Sequenciamento

genético

> Seleg¢do dos mutantes

Figura 3. Esquema da sequéncia metodolégica para a confirmacdo e selecdo dos

mutantes obtidos produzidos por epPCR.

3.4.1. Crescimento celular em placas

O crescimento dos clones foi realizado em placas com 96 pogos de 1mL.
Em cada poco com 400 pul de LB contendo 0,1 mM de carbenicilina foi inoculado
um clone derivado das placas criopreservadas. O procedimento foi realizado
com a utilizacdo de um replicador metalico, o qual permite que cada haste entre
em contato com o micro-organismo correspondente de um Unico poco de cada
placa. As placas foram incubadas a 37 °C sob agitacéo de 200 rpm por 18 horas.

Apbs esse periodo, foram retirados 100 pL de cada pocgo para leitura de
densidade 6tica (OD) a 600 nm em espectrofotbmetro de placas (Spectra Max
M2 — Molecular Devices). A partir dos valores obtidos, calculou-se o volume
necessario de meio L.B. com 0,1 mM de carbenicilina que deveria ser adicionado

para que o valor de ODesoonm estivesse a 0,2 (em média) por poco. As placas
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foram incubadas a 37 °C, 200 rpm de agitacdo por 2 horas, e em seguida
realizou-se nova medida de OD. Quando o valor de 0,6 (em média) foi alcancado,
adicionou-se 1 mM do indutor isopropril-B-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG), e as
placas foram mantidas por 16 horas a 37 °C sob agitagéo de 200 rpm.

Posteriormente, as células foram centrifugadas (4000 x g, 30 minutos
4°C), o sobrenadante foi descartado e os pellets foram congelados a -20 °C, para
posterior extracdo das proteinas periplasmaticas por choque osmatico (descrito
no item 3.4.2).

3.4.2. Choque osmotico

A liberacdo do conteudo periplasmatico consiste em lisar apenas a parede
celular. O procedimento de choque osmético utilizado foi adaptado de HARMS
et al. (1991). Para isso, os pellets obtidos e armazenados nas placas foram
ressuspendidos em uma solugdo gelada denominada “Spheroblast buffer” (Tris-
HCI 0,1 M pH 8,8; EDTA 0,5 mM e 0,5 M de sacarose). A quantidade utilizada
desse tampao por poco foi de 100 pL, e em seguida as placas foram mantidas
por 5 minutos em gelo. Apds esse tempo, o conteudo foi centrifugado por 30
minutos, 4.000 x g a 4 °C.

O sobrenadante foi descartado. O pellet resultante foi ressuspendido com
45 pL de uma solucdo gelada de fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF) 0,25 mM e
mantida por 5 minutos no gelo. Apés esse tempo, esse conteudo foi centrifugado
por 30 minutos, 4.000 x g a 4 °C. O sobrenadante resultante da centrifugacéo
corresponde a fracdo periplasmatica, imediatamente analisada quanto a

atividade.

3.4.3. Determinacéo da atividade enzimatica com reagente de Nessler

A determinacao da atividade enzimatica extraida da fracao periplasmatica
foi realizada utilizando o Reagente de Nessler (Kz2[Hgls]) para detectar a
formacdo de amoénia durante a reacdo catalisada pela L-ASNase (ou
glutaminase), seguindo a metodologia SIGMA-ALDRICH (1997). O resultado
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dessa reagdo gera um composto de coloracdo amarelada, cuja leitura da
absorbancia pode ser realizada em espectrofotometro a 440nm.

O ensaio de atividade especifica foi realizado em microplacas utilizando
50 mM Tris-HCI pH 8,8, 44 mM de L-asparagina (para atividade asparaginasica)
ou 44 mM de L-glutamina (para atividade glutamindsica) e 17 pL da fracéo
periplasmatica (bem como diluicdes 1:2, 1:5 e 1:10 dessa fracédo). A reacéo (370
pL) foi incubada a 37 °C por 12 minutos e interrompida com 2,4 uM de acido
tricloroacético - TCA (IMADA et al., 1973; PRADHAN et al., 2013).

Uma unidade é dada como a quantidade de enzima necesséria para
produzir 1 pmol de aménia por minuto a 37 °C, sob condicdo de saturacdo do
substrato (KOTZIA e LABROU 2007; MEHTA et al. 2014). A concentracdo de
amonia foi calculada a partir da interpolagéo dos valores de absorbéancia obtidos
apos a reacao em curvas de calibracdo da concentracdo de amonia, utilizando

as equacdes 1 e 2 para o calculo da atividade asparaginasica e glutaminasica,

respectivamente:
Absorbancia = 6,2123.[ambnia] + 0,0122; r2=0,9951 (Equacéo 1)
Absorbancia = 7,2337.[ambnia] — 0,2301; r2=0,9974 (Equacéo 2)

As equacdes 1 e 2 foram obtidas de modo experimental por meio de
leituras de absorbancia de concentragcdes conhecidas de sulfato de amonio
incubadas com o reagente de Nessler nas mesmas condi¢des experimentais do

ensaio enzimatico.

3.4.4. Reacdao de sequenciamento

Os clones que apresentaram pelo menos 80% da atividade da enzima
selvagem foram submetidos ao sequenciamento genético para a verificacdo das
mutacOes resultantes. A reacdo de sequenciamento foi realizada seguindo o
protocolo do Servico de Sequenciamento de DNA do Instituto de Quimica —
IQ/USP (SSDNA). Para reacao de sequenciamento foi utilizado: 100 ng/uL de

DNA molde resultado da extracdo dos plasmideos, 0,64 pmol/uL de primer T7
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FW ou RV, 3 yuL de sequencing buffer 5X, 2 yL de BigDye v.3,1, volume final de
15 L.

A reacdo consistiu em uma fase inicial de desnaturacédo a 96 °C por 2
minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturacdo a 96 °C por 45 segundos,
anelamento a 53 °C por 30 segundos e extens&o a 60 °C por 4 minutos e mais
um estagio a 60 °C por 4 minutos.

A precipitacdo do DNA resultante da reacdo descrita acima foi feita
adicionando-se aos 15 pL da reagao de sequenciamento 25 pL do “coquetel de
precipitagdo” (92,6% de etanol, 111 mM de NaOAc pH 5,2, 37 pg/mL de
glicogénio), misturado e mantido no gelo por 15 minutos. Posteriormente, a
reacao foi centrifugada a 4.000 x g por 20 minutos a temperatura ambiente, e 0s
microtubos foram invertidos para descartar o excesso de solucéo através de um
pulso de centrifugagao a 1.000 x g. Foi adicionado a reac¢ao 50 yL de etanol 70%
gelado, e repetiu-se a centrifugacdo por 10 minutos e a inversao dos microtubos.
As reacbes foram colocadas no termociclador por 1 minuto a 95 °C, para

secagens finais do etanol, e enviadas ao SSDNA (1Q-USP).

3.4.5. Andlise do sequenciamento

Os sequenciamentos genéticos foram analisados com o auxilio dos
programas Chromas e GeneRunner. As mutacfes foram analisadas com
objetivo de identificar aquelas que resultaram na alteracéo de algum aminodacido

da sequéncia proteica.

3.4.6. Selecdo dos mutantes

A selecdo dos mutantes foi baseada em dois critérios: no valor da
atividade calculada da fracdo periplasmatica da enzima produzida e que essa
enzima possuisse pelo menos uma mutac¢do da sequéncia de aminoacidos.

O valor minimo usado para selecdo foi que a enzima apresentasse pelo

menos 80% da atividade da enzima selvagem. As mutagdes silenciosas foram
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descartadas. Apenas o0s clones que apresentaram enzimas produzidas com

mutacdo em pelo menos um aminoacido foram selecionados.

3.5. Selec¢éo da enzima mais promissora

A selecdo das enzimas mais promissoras foi feita de acordo com esquema

metodologico demonstrado na Figura 4:

Expressdo e

purificagdo

Avaliagdo da
atividade
especifica

Andlise da
desordem
estrutural da
proteina

Angdlise de
epitopos
imunogénicos

Avaliagdo da
resisténcia a
proteases

Selegdo da

enzima mais
promissora

Figura 4. Esquema das metodologias utilizadas para a selecdo da enzima mais

promissora.

3.5.1. Expresséo e purificacdo das proteinas selecionadas

Os clones selecionados foram inoculados em 100 mL de L.B. em
erlenmeyer de 250 mL, com 0,1 mM de carbenicilina por 16 horas a 37 °C sob
agitacdo de 180 rpm. As células foram diluidas para ODeoonm= 0,2 em 1 L de

meio fresco L.B. em erlenmeyer de 2L, com 0,1 mM de carbenicilina e crescidas
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até ODeoonm entre 0,6 a 0,8. Apds atingir a OD esperada adicionou-se 1 mM de
IPTG, por 3 horas 37 °C sob agitacdo de 180 rpm.

Apos o periodo da expressao, as ceélulas foram centrifugadas a 3.000 x g
por 30 minutos. O pellet foi ressuspendido com 50 mL de tamp&o Fosfato de
potédssio 20 mM pH 5,8, com 0,1 mM EDTA e 0,1 mM PMSF, mantidos em gelo
e sonicado com equipamento Branson, 60Hz. Foram realizados 12 ciclos de 15
segundos com intervalos de 45 segundos e amplitude de 30%. O lisado celular
foi centrifugado a 16.000 x g por 20 minutos, o sobrenadante coletado e filtrado
em membrana de 0,45 pm (Millipore).

A purificacéo foi realizada em 2 etapas, com método adaptado de KOTZIA
e LABROU (2007), no equipamento FPLC (fast protein liquid chromatography)
AKTA Purifier (GE Life Sciences): o sobrenadante foi aplicado em coluna de
troca catidnica HiTrap SP FF 5 mL (GE Life Sciences) com fluxo de 4 mL/min,
previamente equilibrada com fosfato de potassio 20 mM pH 5,8 e lavada com 50
mL do mesmo tampdo. A proteina foi eluida com tampéo Fosfato de potassio 20
mM pH 7,5. Foi realizado um segundo passo de purificagdo por excluséo
molecular, no qual a proteina obtida da troca catiénica foi concentrada e 1,0 mL
dessa solucéo proteica foi aplicada em coluna Superdex 200 Increase 10/300
GL (GE Life Sciences), com fluxo de 0,75 mL/min, previamente equilibrada com
tampédo Fosfato de potassio 20 mM pH 7,5, 0,15 M NaCl e 0,1 M glicina. A
verificacdo do ponto isoelétrico (pl) das proteinas obtidas foi realizada pelo portal

Expasy (https://web.expasy.org/cqgi-bin/compute_pi/pi_tool).

A confirmacdo da purificacdo e a verificacdo do tamanho da proteina

foram feitas através de eletroforese em gel SDS-PAGE (item 3.5.2).

3.5.2. Gel SDS-PAGE

O gel de separacao foi preparado utilizando 470 mM Tris-HCI pH 8,8; 14%
de acrilamida/bis-acrilamida; 0,1% de persulfato de aménio (PSA); 10 pL de
Temed. O gel empacotador foi preparado utilizando-se 120 mM de tampao Tris-
HCI pH 6,8; 4,5% de acrilamida/bis-acrilamida; 2,3mL de H20; 0,1% de PSA; 10
puL de Temed.


https://web.expasy.org/cgi-bin/compute_pi/pi_tool
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De cada uma das amostras foi utilizado 10 pL, as quais foram mantidas a
95 °C por 5 minutos com 4 pL de tampéo (60 mM de Tris-HCI pH 6,8; 25% de
glicerol; 2% de SDS; 0,5 mL de B-mercaptoetanol; 0,1% de azul de bromofenol;
0,9 mL de H20 milli-Q), 0,5 uL de DTT 1 M e 5,5 pL de agua milli-Q.

As amostras e 0 padrao de massa molecular BenchMark (Invitrogen)
foram aplicados no gel e a corrida eletroforética foi realizada a 150V com tampao
Tris-Glicina 1X. Em seguida, o gel foi corado com Coomassie Blue G-250 sob
leve agitagdo por 20 minutos e descorado com solugéo descorante (10% de
metanol; 10% de &cido acético glacial; 80% de H20 milli-Q) sob leve agitacdo

por 16 horas, temperatura ambiente.

3.5.3. Determinacéo da atividade especifica

A reacdo para determinacdo da atividade especifica asparaginasica e
glutaminédsica foi realizada conforme descrito no item 3.4.3. Concentracdes
diferentes de enzima (20nM a 200nM) foram hidrolisadas com 44 mM de L-
asparagina como substrato para a determinacéo da atividade asparaginasica ou
44 mM de L-glutamina para a determinacao da atividade glutaminasica.

A concentracdo das proteinas foi determinada por medicdo de
absorbancia a 280nm, utilizando coeficiente de extingcdo (19.370 M-1cm™) obtido
com o] auxilio da ferramenta bioinforméatica ProtParam

(http://web.expasy.org/protparam), de acordo com a Lei de Lambert Beer I.

A quantificacdo da atividade em pmol de amonio foi realizada com a
interpolagdo de valores de absorb&ncia com uma curva de calibragdo feita com
concentracfes conhecidas de sulfato de amoénio (Equacdes 1 e 2). Todos os
ensaios foram feitos em triplicata e a atividade especifica € dada em U/mg de

proteina, onde U = 1 umol de amdnio / minuto.

3.5.4. Verificagdo de regides desordenadas

A comparacao das regides desordenadas da enzima selvagem e das

proteoformas mutantes foi realizada com a utilizacdo do software Predictor of
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Natural Disordered Regions (PONDR) (http://www.pondr.com). As sequéncias

foram inseridas no site PONDR e as regi6es com pontuacdes maiores que 0,5
foram consideradas como regibes desordenadas. Dentre as opcbes, 0s
preditores utilizados foram PONDR® VLXT, que possui alta sensibilidade as
peculiaridades da sequéncia (ROMERO et al., 2001; POLANCO et al., 2016) e
PONDR® VSL2, que € uma das opc¢cOes mais precisas de predicdo (FAN &
KURGAN, 2014; PENG et al., 2005; PENG & KURGAN, 2012).

3.5.5. Andlise de epitopos imunogénicos

As analises e comparacdes de epitopos imunogénicos das enzimas

selvagem e mutantes foram realizadas através da submisséo das sequéncias no

site do IEDB (www.tools.immuneepitope.org). Os métodos utilizados para as

analises foram: Karplus e Schulz flexibility scale, Emini surface accessibility

scale, Parker Hydrophilicity prediction e Chou and Fasman beta turn prediction.

3.5.6. Determinacao da estabilidade enzimatica frente as proteases sanguineas.

As enzimas recombinantes mutadas selecionadas foram incubadas com
Catepsina B (CTSB) e Asparaginil endopeptidase (AEP) (ambas ABCAM) em
ensaios distintos, com tampao Fosfato de potassio 20 mM pH 7,5, e mantidas a
temperatura de 37 °C por 24 horas para analise da ocorréncia da degradacao
proteolitica (PATEL et al.,, 2009). Foram utilizadas 4 pg de cada enzima
recombinante purificada e 2 pg de cada protease. Dois controles foram
utilizados: a enzima ErA mantida a 5 °C ou 37 °C, ambos ensaios sem proteases.
A analise qualitativa dessa degradacéo foi realizada pelo padrao eletroforético
em SDS — PAGE corado com Coomassie Blue G-250 (item 3.4.3).

3.5.7. Selegéo da enzima mais promissora

A selecdo das enzimas mais promissoras foi feita baseada em um

conjunto de caracteristicas e fatores: avaliacdo atividade asparaginasica e
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glutaminasica, analise da desordem estrutural e dos epitopos imunogénicos e da

resisténcia ou ndo a acao das proteases AEP e CTSB.

3.6. Caracterizagdo da enzima selecionada

A enzima selecionada foi caracterizada por meio dos métodos

esquematizados na Figura 5 e descritos abaixo:

Andlise
bioinformatica da
proteina

Determinagdo da

atividade enzimatica
pelo ensaio acoplado
a Glutamato

Desidrogenase

Avaliagdo dos
parametros cinéticos
Influéncia do pH e
temperatura na
atividade enzimatica
Estudo da

termoestabilidade da
enzima

Figura 5. Desenho dos procedimentos experimentais para a caracterizacao da enzima

recombinante selecionada.

3.6.1. Andlise bioinformatica da proteina

A andlise bioinformética foi feita a partir da visualizag&o tridimensional da
proteina, dos sitios-ativos e das mutacdes foi realizada através da criacdo de
figuras por meio do programa Pymol® Education, a partir da estrutura 107J
publicada no Protein Data Bank (PDB). Foram utilizadas as secdes
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correspondentes para criacdo de estruturas tridimensionais em formato
“cartoon”™ e “surface”.

Os principais aspectos analisados foram a localizagédo do residuo mutado,
o dominio (N ou C-terminal), a proximidade ao sitio ativo e se a mutag¢édo ocorreu

na parte interna ou externa com relacdo a superficie da molécula tetramérica.

3.6.2. Determinacdo da atividade enziméatica pelo ensaio acoplado a Glutamato
Desidrogenase

No ensaio acoplado a glutamato desidrogenase mede-se a oxidacdo do
NADH pela glutamato desidrogenase (GDH). Essa oxidacdo produz uma
molécula de L-glutamato a partir de uma molécula de a-cetoglutarato e uma de
amonio, essa Ultima provinda da hidrolise da L-asparagina ou L-glutamina pela
L-ASNase (BALCAO et al., 2001).

Os ensaios foram realizados em triplicata, com protocolo adaptado de
BALCAO et al., 2011 e COSTA et al., 2016. A reacao foi feita com a utilizac&o
de 400 mU de GDH de soro bovino (diluida em 50 mM de tampéo fosfato de
sédio pH 7,4 e glicerol 50%), 1 mM de a-cetoglutarato, 0,13 mM de NADH,
substrato (asparagina ou glutamina) e enzima ErA em tampéao Tris-HCI 50 mM
pH 8,8. Para a determinacao da atividade especifica asparaginasica, foi utilizada
44 mM de asparagina e enzima ErA variando de 20nM a 80nM. Ja para a
determinacdo da atividade especifica glutaminasica, foi utilizada 44 mM de
glutamina e enzima ErA variando de 100nM a 220nM. O consumo do NADH foi
monitorado pela leitura da absorbancia a A=340 nm em espectrofotémetro
(Spectra Max M2 — Molecular Devices), a 37°C e usando o coeficiente de
extingdo determinado experimentalmente por BALCAO et al. (2011), de 0,78

umol.cm™,

3.6.3. Determinacgéo dos parametros cinéticos

A determinacdo dos parametros cinéticos foi realizada por meio do ensaio

acoplado a glutamato desidrogenase (descrito em 3.6.2). A cinética
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asparaginasica foi realizada com a utilizagdo de 20nM de enzima e L-asparagina
variando de 0,043 mM a 2,75 mM, enquanto que a cinética glutaminasica foi
realizada com 40nM de enzima e L-glutamina variando de 0,043 mM a 11 mM.
A partir dos dados experimentais foram realizadas analises de adequagéo
aos modelos mateméticos de Michaelis-Menten como hipotese nula (p<0,005),

com o software GraphPad Prisma 5.

3.6.4. Determinacao da temperatura e do pH 6timos na atividade enzimatica

A temperatura e o pH ideal das enzimas foram determinados pela
atividade especifica asparaginasica e glutaminasica, realizada com reagente de
Nessler (descrito em 3.4.3), alterando os parametros que foram testados.

Para a determinacdo da temperatura ideal, a reacdo foi incubada a
diferentes temperaturas, de 17 °C a 67 °C. J&a para a determinacao do pH, foram
utilizados diferentes tampdes: acetato pH 4,0; fosfato de potassio pH 5,8, 6,8 e
7,8; fosfato de sédio pH 7,4 e 11,8; Tris- HCI pH 8,8; carbonato-bicarbonato de
sédio pH 9,8 e 10,8.

3.6.5. Estudo da termo estabilidade da enzima

O estudo da termo estabilidade da enzima foi realizado para avaliar duas
condi¢cbes de estabilidade da enzima: quando mantida a baixas temperaturas e
quando exposta por 45 min a diferentes temperaturas.

O primeiro ponto avaliado foi o decaimento da atividade especifica de
acordo com o tempo, em gue a enzima foi armazenada em geladeira (2 °C a 8
°C) e no freezer (-20 °C).

O segundo ponto avaliado foi o decaimento percentual da atividade
especifica ap0s a incubacdo da enzima por 45 minutos, em auséncia de
substrato ou osmolitos, em temperaturas de 7°C a 57 °C (com variagédo de 10
°C). Apds os periodos mencionados, mediu-se a atividade especifica enzimatica,

com reagente de Nessler conforme descrito em 3.4.3.
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3.7. Otimizacéo de parametros de cultivo em agitador metabdlico

A enzima mutante 9-5F selecionada foi otimizada de acordo com o
desenho experimental apresentado na Figura 6. A condi¢éo padréo de estudo
usada como comparativo foi crescimento em LB do controle positivo, definido
como a construcdo asnB + pET15b transformada em E. coli BL21(DE3). O
crescimento foi realizado em frascos Erlenmeyer de 2 L contendo 1 L de meio,
com 0,1 mM de carbenicilina. Decorridas 1,5 horas apds inoculacdo das cepas,
iniciou-se inducao da expressao do gene com adicdo de 1 mM de IPTG, durante

3 horas a 37 °C, com agitacdo de 180rpm.

Avaliagdo do
crescimento em
diferentes meios de
cultivo

Estudo da
velocidade de
agitacao
Estudo de 3 variaveis
durante a fase de
inducdo
Realizagdo de testes
para avaliar
atividade especifica
e produtividade
Escolha dos
parametros de
producgdo da enzima
recombinante em

escala laboratorial

Figura 6. Desenho dos procedimentos experimentais para a otimizacdo de parametros

para a producdo de enzima recombinante.
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3.7.1. Avaliacao do crescimento celular em diferentes meios de cultivo

ApoGs a selecdo da enzima mutante mais promissora, foi avaliado o
crescimento celular em 6 diferentes meios de cultivo: LB, SB, SB3, TB, TB5e TY
(ROMANO et al., 2009), cujas composicOes estdo descritas na Tabela 1. As
células estoque do mutante selecionado, também transformada em E. coli
BL21(DE3), foram inoculadas em Erlenmeyer de 250 mL, contendo 100 mL de
cada um dos meios descritos anteriormente, com 0,1 mM de carbenicilina e
cultivadas por 16 horas a 37 °C sob agitacdo de 180 rpm. Apds este periodo de
cultivo, as células foram separadas do sobrenadante por centrifugacéo (3500 x
g), adicionadas em Erlenmeyer de 2 L, contendo 1 L do meio selecionado de
modo a obter uma suspensdo com ODesoonm= 0,1, momento este em que se
considerou como tempo zero (to) dos cultivos. O crescimento foi conduzido por
10 horas, a 37 °C sob agitacdo de 180 rpm, com leitura da Densidade Otica até
a 122 hora.

Para o calculo de biomassa (X) (g/L), foi construida uma curva de
correlacdo entre valores de ODesoorm € massa seca, obtidos pelo método da
secagem em membrana. A curva de correlacao foi obtida experimentalmente,
com a utilizacdo de 5 mL de cultivo, em 5 diferentes concentragdes com 0s

valores de ODesoonm Obtidos. Por regresséao linear obteve-se a equacao 3:

Absorbancia = 0,931. [Biomassa] + 0,09; r2 = 0,9912 (Equacéo 3)

3.7.2. Estudo da velocidade de agitacao

Apés a determinacdo do meio em que a otimizacdo de expressao seria
realizada, iniciou-se o estudo dos parametros para verificacdo da melhor
condicao de cultivo visando a producéo de ErA.

Para o estudo do parametro velocidade de agitagdo, o crescimento e a
inducéo foram realizados como descrito anteriormente em 3.5.1 com excecao da
velocidade de agitacdo, em que foram testadas as velocidades de 150 rpm e 250
rom. Apés o periodo de expressao (3 horas), as células foram centrifugadas a

3.000 x g por 30 minutos e congeladas.
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3.7.3. Estudo de variaveis na fase de indugéo

A inducéo foi realizada no final da fase log, obtida experimentalmente a
partir da curva de crescimento correspondente ao meio de cultivo selecionado.

Os parametros avaliados na fase de inducdo foram: concentracdo de
indutor, temperatura e tempo de inducéo. O crescimento das células até a fase
de inducédo ocorreu como descrito em 3.5.1, e a partir do momento da adicédo do
indutor IPTG, foram testadas 12 condi¢des, numeradas de 1 a 12, conforme
tabela 3.

Tabela 3. Condi¢cdes para otimizacdo da fase de inducdo durante o

crescimento do mutante selecionado.

Condicao

1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10 | 11 | 12
Concentracao de
IPTG (mM) o4|04/04/08|08(08/04|04|04/08|08/0,8
Temperatura de
inducéo (°C) 25 |25 | 25| 25 | 25| 25|37 |37 |37 |37 |37 |37
Tempo de
inducéo (horas) | 3 6 | 24| 3 6 |24 | 3 6 | 24| 3 6 | 24

Apbs o periodo de expressao, as células foram centrifugadas a 3.000xg

por 30 minutos e congeladas.

3.7.4. Verificacdo da atividade especifica e produtividade

Os testes realizados para avalizar as condi¢cbes de indugao foram:
atividade especifica (U/mg de proteina), produtividade especifica (U/g de celula) €
produtividade volumeétrica (U/L de meio cultivado).

As células foram lisadas por choque osmético com a utilizagdo do
reagente BugBuster Master MIX (Novagen®) obedecendo a proporcao de 5 mL

de reagente para cada 1 g de célula, conforme recomendacdes do fabricante. O
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lisado celular foi centrifugado a 16.000xg por 20 minutos e as células foram
coletadas. O sobrenadante foi filtrado em membrana de 0,45 pym (Millipore) e
utilizado para medida da atividade enzimatica.

A quantificacéo proteica total foi realizada com o método de BRADFORD,
1976, técnica amplamente utilizada para a determinacdo da concentracao de
proteinas totais por meio da utilizagdo do corante de “Coomassie Blue G-250.
Este método é baseado na interacdo entre o corante e as macromoléculas de
proteinas que contém aminoacidos de cadeias laterais basicas ou aromaticas. O
corante provoca o deslocamento do equilibrio do corante para a forma anibnica,
gue absorve fortemente em 595 nm.

Para a quantificacdo de proteinas realizaram-se diluicdbes das amostras
proteicas em uma solucdo diluida de Bradford (1:5, conforme indicacdo do
fabricante Bio Rad) e construiu-se uma curva padrdo com BSA (SIGMA-
ALDRICH) variando a concentracdo de 0 a 1,2 mg/mL, e por regressao linear

obteve-se a equacido 4:

Absorbancia = 1,475.[proteina] + 0,0877; r2=0,9961 (Equacéo 4)

A concentracdo da proteina de interesse foi quantificada através da
interpolagéo dos valores de absorbancia obtidos na curva padrédo construida.

A atividade especifica da proteina e a produtividade especifica e
volumétrica foram calculadas pelo método de Nessler, como descrito em 3.4.3,
exceto pela quantificacdo proteica, que foi realizada pelo método de Bradford.
Ainda com relacéo a quantificagéo proteica, como “branco” foi utilizado um lisado
de células que néo foi submetida a fase de inducéo, garantindo dessa maneira
gue a leitura das amostras seja proximo da proteina de interesse produzida pela

inducdo com IPTG e ndo apenas a L-ASNase enddgena da bactéria hospedeira.

3.7.5. Escolha dos parametros de producéo da enzima recombinante em escala

laboratorial

A escolha dos melhores parametros estudados para a producédo da

enzima recombinante se baseou nos valores obtidos de atividade especifica e
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produtividade especifica e volumétrica. Além desses valores, foi considerado a

guantidade de indutor utilizada e tempo de processo.

3.8. Criacéo da estrutura reduzida da ErA

A construcdo de uma enzima com tamanho reduzido foi realizada de

acordo com o esquema representado na Figura 7.

Desenho dos

iniciadores

Realizacdo de
mutagao sitio-
dirigida
Sequenciamento
e transformacgdo

Figura 7. Esquema da metodologia da construcdo de uma enzima de tamanho reduzido.

3.8.1. Desenho dos iniciadores para ErA reduzida

Os iniciadores foram desenhados conforme descrito em 3.3.1., com intuito
de inserir um “stop cdédon” no residuo 213, regido onde se desejava truncar a
enzima. As sequéncias nucleotidicas estao indicadas abaixo:
Zip FW 5'- GCG TCT TTG ATG TGC GCT GAC TGA CCT CTC TGC CG -3
Zip RV 5'- CGG CAG AGA GGT CAG TCA GCG CAC ATC AAAGAC GC -3
3.8.2. Mutacdao sitio-dirigida

O kit da Agilent QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis foi utilizado para
realizar a mutacgéo sitio-dirigida, seguindo o protocolo do fabricante: 1 ng/pL de
molde (pET-15b+asnB- 50 ng), 2,5 ng/uL de cada primer FW e Rev (125 ng/uL),
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5 uL de tampédo 10X, 1uL de DNTP mix, 41 pL de agua milli-Q e 0,05 U/uL de
Pfu turbo polimerase (2,5 U/uL). As condi¢cdes de amplificacdo consistiram em
uma fase inicial de desnaturacéo a 95 °C por 30 segundos, seguida de 16 ciclos
de desnaturacgéo a 95 °C por 30 segundos, anelamento a 55 °C por 1 minuto e
extensdo a 68 °C por 1 minuto/Kb de plasmideo (7 minutos) e uma fase final de
extensdo a 68 °C por 7 minutos. Em seguida, a reacéo foi incubada com 1 pL da
enzima Dpnl (10 U) a 37 °C por 1 hora para digestdo do DNA parental metilado.
Essa reacdo foi dialisada por 20 minutos em 20 mL de &agua milli-Q com
membrana de 0,025 um de poro.

A transformacao foi realizada em E. coli (DH5a) com 3 pL da reacgéo
dialisada e cinco clones foram selecionados para a extracdo plasmidial
(conforme descrito em 3.3.2). A insercdo ou ndo da mutacéo foi analisada apés
sequenciamento dos clones, de acordo com o descrito no item 3.4.5.

4. RESULTADOS e DISCUSSAO

4.1. Obtencao da ErA selvagem

A construcéo foi feita de modo que a proteina produzida fosse secretada
para o periplasma, caracteristica essencial para a realizacdo desse trabalho,
uma vez que a triagem de uma biblioteca com mais de mil clones seria inviavel
caso fosse necessario realizar a purificacdo de cada proteina produzida ou
necessitasse de rompimento celular. Para garantir a viabilidade do projeto, o
gene asnB foi inserido no vetor pET15b com sequencia sinal endégena, o que
possibilitou a secrecdo da proteina produzida, possibilitando o processo de
triagem.

E. coli é geralmente o hospedeiro de primeira escolha para produzir
proteinas heterdlogas (SCHLEGEL et al., 2013) e foi escolhido como hospedeiro
do plasmideo recombinante de expressao. Diversos fatores justificam a escolha
da E. coli como hospedeiro, por exemplo: a superproducéo e purificagdo de uma
proteina recombinante em E. coli pode ser mais rapido, mais barato e mais facil

do que a partir de outros organismos (BERKMEN, 2012).
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O fato de o clone construido secretar a proteina de interesse para a regiao
periplasmatica possibilitou que a biblioteca de mutantes pudesse ser triada por
meio do célculo da atividade. E mais facil isolar proteinas do compartimento

periplasmatico do que de lisados intracelulares (SCHLEGEL et al., 2013).

4.2. Producdao e triagem da biblioteca de mutantes

Foi produzida uma biblioteca com 1.056 clones advindos de epPCR. A
atividade L-ASNase desses clones na fracdo periplasmatica foi testada, e o
critério de selecdo foi feito de acordo com as atividades volumétricas que
apresentaram, sendo o valor minimo de 80% da atividade da enzima selvagem
usado para que o clone fosse selecionado.

Foi testada também a atividade L-ASNase em bactérias sem o inserto de
interesse, ou seja, bactérias da linhagem de BL21(DE3) transformadas com o
vetor pET15b vazio, chamado de controle negativo. Essas bactérias sem o
inserto foram cultivadas e induzidas nas mesmas condi¢cbes dos clones da
biblioteca para que fossem utilizadas como “branco”. A diferenca de absorbancia
observada entre as amostras com o inserto (ou seja, capaz de produzir L-
ASNase recombinante) e sem o inserto (produzindo apenas L-ASNase
enddgena, nao super expressa e de E. coli) foi utilizada na interpolacdo com a
curva padrdo, para entdo encontrar o valor de aménio resultante da reacdo de
deplecdo da asparagina pela L-ASNase recombinante produzida. Esse tipo de
controle é muito importante para eliminar a possibilidade de que o aménio
medido fosse derivado do proprio metabolismo bacteriano, o qual poderia
superestimar a producéo de L-ASNase.

Com base nesse critério foram selecionados 30 clones, os quais foram
sequenciados geneticamente para confirmacdo da presenca ou ndo de
mutacOes. Quatro clones ndo possuiam nenhuma mutacdo e nove clones
tiveram mutacdes silenciosas, ou seja, apesar de haver ocorrido mutacdo em
algum nucleotideo, essa troca ndo resultou em alteragdo do aminoacido
codificado na proteina produzida, devido & degeneragdo do cddigo genético.
Dezessete clones, o que corresponde a 57% dos previamente selecionados,

apresentaram mutacdes que resultaram em alteracdo de algum aminoacido na
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constituicdo da proteina (Figura 8A). A quantidade de mutagdo em cada clone
variou entre uma e cinco mutacgdes (Figura 8B). Conforme discutido por RASILA
et al., 2009, o método de PCR propensa a erros com DNA polymerase Mutazyme
I, utilizado nesse trabalho, € muito eficiente para a produgéo de biblioteca com
baixa a média taxa de mutacdes.

Distribuicao dos clones de acordo com as
mutacgoes verificadas

OSEM MUTACAO  mMUTACOES SILENCIOSAS ~ m UMA OU MAIS MUTACOES

(A)

Frequéncia de mutacdes

Quantidade de mutacdes

[ N w B 6]

o
[any

2 3 4 5

[e)]
~

Quantidade de clones mutantes

(B)

Figura 8. A. Distribuicdo dos clones selecionados de acordo com a presenca ou
auséncia de mutacdo resultante em alteracdo de aminoécidos da proteina. B.

Frequéncia de mutacdes verificadas nos clones selecionados.
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4.3. Avaliagdo da atividade especifica

Apenas os clones com mutacao que resultaram na substituicdo de pelo
menos um aminoacido foram selecionados para a avaliacdo da atividade
especifica do extrato periplasmético, obtido por meio do choque osmotico. As
mutacdes resultantes de cada um dos 17 mutantes selecionados até o momento
sao inéditas e estdo apresentadas na Tabela 4. A atividade especifica calculada

de cada enzima esta indicada na Figura 9.

Tabela 4. Denominacédo dos clones selecionados e as respectivas mutacoes

(substituicdo de aminoéacidos).

Enzima Mutagoes

2-86 |G>D N->D L2>V

3-5A |V2>A

4-3G L>P D>N

4 -6E A—>S

5-4C |K2>E K->Q

5-9H |G—>D R>C S2>N

6-5B G2>S D>E A>T

7 - 8F E->D

7-9C Q>S5S VoM

7-10B |[R>C

7-12G |V~ Y>D

8-5C |[V2>A V2>A T=2>1 N—=>S D>N
8 -9F AV P>L

9-5F A>T T->S Q2>E VoM
9-6D K-=>1

10-6D |[A>T

11-2B |[L> M
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Figura 9. Valor de atividade especifica calculada a partir da fracdo periplasméatica de

cada mutante.

A analise mais detalhada e confiavel da atividade asparaginasica e
glutamindasica de cada enzima exigiu um estudo de purificacdo, que resultou na
realizacdo de duas etapas de purificacdo (descrito em 3.5.1): cromatografia de
troca cationica e exclusdo molecular, ambas realizadas em FPLC. A
padronizacdo do método de purificacao foi realizada com a enzima selvagem e
depois de validado, o método foi utilizado para as enzimas mutantes.

A primeira etapa de purificagao foi a de troca catidnica, em que todas as
enzimas demostraram o mesmo padrédo: grande quantidade de impurezas foi
lavada com tampao Fosfato de potassio 20 mM pH 5,8 e posteriormente, a
proteina foi eluida com tampé&o Fosfato de potassio 20 mM pH 7,5. O resultado
da purificacdo encontrada nesse trabalho foi distinta do apresentado por KOTZIA
e LABROU (2007), em que a eluigédo da ErA ocorreu em pH 8,5. A diferenga dos
pontos isoelétricos verificados pode indicar o motivo da diferenca do pH da
eluicdo das enzimas. KOTZIA e LABROU (2007) consideraram 0 ponto
isoelétrico tedrico da ErA como 8,57, enquanto que nesse trabalho o resultado
encontrado no portal Expasy foi de 7,23 para a ErA selvagem sem a sequéncia
sinal (1 a 21). A figura 10A representa o cromatograma derivado dessa primeira

etapa de purificacao.
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A segunda etapa consistiu na purificagdo por exclusdo molecular, em
gue todas as enzimas foram eluidas em tempos de retencdo bem parecidos ao

tempo observado no cromatrograma da Figura 10B.

asparaginase

1

asparaginase

1

Tafe 1] |-|-|__|-I-I-I-I-I=I- |=_|==|= |=-|=-|=-I=I=I-—-_I-: = | a4 s s b= Elz[=[. = =_|II

B

Figura 10. Cromatogramas de purificagdo da enzima selvagem por troca catidnica (A) e
exclusdo molecular (B). As abscissas indicam a intensidade de absorcdo detectada e

as ordenadas o volume (mL) de tampao utilizado correspondente a deteccgéao.



62

As fracOes referentes aos picos destacados, extraidos de cada etapa de
purificacdo foram submetidas a verificacdo por eletroforese, por meio do SDS-

Page, indicadas na Figura 11:

37 kDA — S — W e e -

Figura 11. Verificagdo da purificacdo das enzimas. SDS-PAGE de enzima selvagem.
Cada coluna representa uma por¢ao obtida nas purificagcdes: da direita para esquerda:
extrato bruto (1), marcador de massa molecular BenchMark Protein Ladder
(INVITROGEN) (2), fragbes resultantes da troca cationica (3 a 6), fragdes resultantes da

exclusao molecular (7 a 10).

Todas as enzimas recombinantes foram purificadas e confirmadas da
mesma forma. O padrdo mostrado nas Figuras 10 e 11 foram encontrados nas
demais enzimas.

ApOGs as purificagbes, as enzimas tiveram as atividades especificas
(asparaginasica e glutaminasica) testadas e os resultados encontrados estdo
indicados na Tabela 5. As enzimas obtidas dos mutantes 5-4C e 10-6D, cujos
valores estao indicados como “ — ", perderam a atividade durante o processo de

purificacao.
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Tabela 5. Valor da atividade especifica asparaginasica e glutaminasica

correspondente as proteinas recombinantes purificadas.

Atividade Especifica (U/mg)

Enzima | Asparagindsica | Glutaminasica | % (Glut/Asp)
Selvagem 211 36 17
2-8G 173 19 10
3-5A 158 27 17
4-3G 196 35 18
4 - 6E 185 29 16
5-4C - - -
5-9H 135 36 27
6-5B 63 12 19
7-8F 198 28 14
7-9C 121 15 12
7-108B 164 31 19
7-12G 157 36 23
8-5C 144 32 22
8-9F 183 29 16
9 -5F 241 20 8
9-6D 201 47 23
10-6D - - -
11-2B 148 11 7

J& era esperado que os valores da atividade especifica fossem distintos
depois da purificacdo, uma vez que o método utilizado para o calculo da atividade
em periplasma nao € especifico, além de ser indireto. Por isso a importancia da
purificacdo para a selecdo dos mutantes.

De acordo com a Tabela 5, foi possivel verificar que enzimas derivadas
de 11 mutantes tiveram uma diminui¢do da atividade asparaginasica especifica
maior que 10%, quando comparada a enzima selvagem. Baseado no critério
estabelecido para a selecdo dos mutantes mais promissores, os mutantes 2-8G,
3-5A, 4-6E, 5-9H, 6-5B, 7-9C, 7-10B, 7-12G, 8-5C, 8-9F e 11-2B foram excluidos
dos estudos posteriores.

As enzimas recombinantes 4-3G, 7-8F e a 9-6D apresentaram
diminuicdo do valor da atividade especifica quando comparada a enzima

selvagem. Porém essa diminuicéo foi menor que 10% e pode estar ligada ao erro
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do método. Dessas 3 enzimas, a 9-6D demostrou uma caracteristica distintas
das demais: um aumento significativo da atividade especifica glutaminasica.

Embora a maioria dos pesquisadores busque a diminuicdo ou até
eliminagdo da atividade glutaminasica, esse ainda é um tema controverso.
PARMENTIERA et al. (2015) afirma que sem a atividade glutaminasica a enzima
nao possui citotoxidade suficiente para combater as células tumorais, e,
portanto, ndo cumpririam seu proposito como possivel alternativa em uma futura
aplicagcdo no tratamento de LLA. EMADI et al., 2018 estudaram a utilizagao de
ErA no tratamento de leucemia mieloide aguda (LMA), uma vez que as células
neoplasicas dessa doenca requerem glutamina para sintese de componentes
celulares essenciais para a sobrevivéncia. O grupo sugere que a deplecdo de
glutamina induzida por L-ASNase pode ter um importante papel no manejo de
pacientes com LMA, e indica a importancia de estudos direcionados ao
tratamento da LMA. Nesse contexto a enzima 9-6D ndo foi excluida, uma vez
que a atividade especifica asparaginasica se manteve e a glutaminasica
aumentou 30%, ambos valores comparadas com a enzima selvagem.

A enzima mutante 9-5F foi a que apresentou alteracédo nos valores de
atividade especifica asparaginasica e glutaminasica. A atividade especifica
asparaginasica aumentou 16% e a glutaminasica diminuiu 47%, comparada a
enzima selvagem. Vale destacar que essa diferenca foi notada em todos os
testes realizados com a enzima 9-5F, cujas purificacbes foram realizadas de
diferentes cultivos (replicatas biolégicas). A diminuicdo da atividade
glutaminasica poderia contribuir para a diminuicao de diversos efeitos adversos
derivados do tratamento com L-ANase. A neurotoxicidade, por exemplo, a qual
acredita-se ser causada pela deplecdo da L-glutamina (NARTA et al., 2007) e
gue ocorre em aproximadamente 25% dos pacientes adultos. Outros efeitos
adversos importantes também estdo associados com a deplecdo da L —
glutamina, como imunodepresséao, pancreatites, danos hepéaticos e hiperglicemia
(SUDHIR et al., 2014; RAMYA et al., 2011).

Os graficos de atividade especifica (asparaginasica e glutaminasica) da

enzima 9-5F estao representados nas Figura 12.
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Atividade especifica asparaginasica(U/mg)
Mutante 9-5F
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Figura 12. Atividade especifica (A) asparaginasica e (B) atividade glutaminasica do
mutante 9-5F. O coeficiente angular da equacgéo de reta representa a atividade em U/mg

de proteina, pois 1U = 1 pmol/min.

4.4, Avaliacdo da desordem estrutural

Determinadas mutagcbes podem alterar regibes de proteinas,
aumentando ou diminuindo a desordem geral de cada molécula. As regides
desordenadas sao definidas como regides que ndo possuem uma estrutura

terciaria fixa (www.pondr.com). A diminuicdo de alguma regido desordenada
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poderia diminuir a mobilidade favorecendo uma maior populacdo de moléculas
com conformacdo mais estavel para a ligacdo do substrato. Por outro lado,
aumento de desordem estrutural pode favorecer a velocidade de reacdo pelo
aumento da mobilidade estrutural. Esses poderiam ser motivos do aumento da
atividade especifica de alguns mutantes.

Utilizando o preditor bioinformatico PONDR®, foram feitas diversas
simulacdes, comparando a desordem estrutural das enzimas mutantes com a da
enzima de tipo selvagem. O principal objetivo foi verificar primeiramente se
houve ou ndo alteracdo da desordem das proteinas e, no caso de alguma
alteracdo, analisar se estava ou ndo relacionada com a mutacéo de cada enzima.

As enzimas 9-5F e 9-6D foram selecionadas para o estudo da desordem
estrutural devido aos valores de atividade especifica asparaginasica e
glutaminésica apresentados na Tabela 5. As simulacdes foram realizadas pelos
métodos PONDR®-VLXT e PONDR®-VLS2. A enzima derivada do mutante 9-
5F ndo apresentou alteracdes na desordem estrutural quando comparada a
enzima selvagem. Ja enzima 9-6D apresentou alteracdes significativas dos
valores de desordem estrutural por ambos métodos (VLXT e VLS2), comparada
a enzima selvagem. Os resultados das pontuacdes fornecidas foram adaptados

do formato original do PONDR® e estdo demonstrados abaixo:

Analise pelo método VLXT NNP STATISTICS : Enzima Selvagem
Residuos previstos: 327

Numero de regides desordenadas: 5

Numero de residuos desordenados: 114

Porcentagem global desordenada: 34.86

Pontuacao média: 0.3524

Segmento de desordem prevista [13]-[31]: Pontuagdo = 0.8123
Segmento de desordem prevista [61]-[62]: Pontuagao = 0.5141
Segmento de desordem prevista [65]-[73]: Pontuagao = 0.5442
Segmento de desordem prevista [128]-[158]: Pontuacdo = 0.6498
Segmento de desordem prevista [247]-[298]: Pontuagao = 0.7613

Analise pelo método VLXT NNP STATISTICS : Enzima 9-6D
Residuos previstos: 327
Numero de regides desordenadas: 5

Nudmero de residuos desordenados: 94
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Porcentagem global desordenada: 28.75

Pontuagédo média: 0.3352

Segmento de desordem prevista [13]-[31]: Pontuagao = 0.8123
Segmento de desordem prevista [61]-[62]: Pontuagédo = 0.5141
Segmento de desordem prevista [65]-[73]: Pontuacao = 0.5442
Segmento de desordem prevista [128]-[138]: Pontuagédo = 0.6482
Segmento de desordem prevista [247]-[298]: Pontuagédo = 0.7613

Andlise pelo método VSL2 NNP STATISTICS : Enzima Selvagem
Residuos previstos: 327

Numero de regides desordenadas: 7

Numero de residuos desordenados: 48

Porcentagem global desordenada: 14.68

Pontuacao média: 0.3381

Segmento de desordem prevista [1]-[4]: Pontuagao = 0.5975
Segmento de desordem prevista [18]-[27]: Pontuagéo = 0.5501
Segmento de desordem prevista [55]-[64]: Pontuagao = 0.5573
Segmento de desordem prevista [144]-[147]: Pontuagdo = 0.5735
Segmento de desordem prevista [282]-[291]: Pontuagéo = 0.5272
Segmento de desordem prevista [293]-[297]: Pontuagédo = 0.5107
Segmento de desordem prevista [323]-[327]: Pontuagéo = 0.6005

Analise pelo método VSL2 NNP STATISTICS : Enzima 9-6D
Residuos previstos: 327

Numero de regides desordenadas: 6

Numero de residuos desordenados: 44

Porcentagem global desordenada: 13.46

Pontuagcdo média: 0.3315

Segmento de desordem prevista [1]-[4]: Pontuagao = 0.5975
Segmento de desordem prevista [18]-[27]: Pontuagéo = 0.5501
Segmento de desordem prevista [55]-[64]: Pontuagao = 0.5573
Segmento de desordem prevista [282]-[291]: Pontuagao = 0.5272
Segmento de desordem prevista [293]-[297]: Pontuagéo = 0.5107
Segmento de desordem prevista [323]-[327]: Pontuagao = 0.6005

A predicdo por PONDR®-VLXT mostrou que houve uma diminuicéo
na quantidade de residuos desordenados: enquanto a enzima selvagem

apresentou 114 residuos classificados como desordenados, a enzima
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mutante 9-6D apresentou apenas 94. A regiao [128] - [158] classificada como
desordenada na enzima selvagem diminuiu na enzima 9-6D e passou a ser
classificada como desordenada entre os residuos [128] - [138]. A diminui¢édo
dos 20 residuos desordenados foi observada na regido em torno da mutacao,
a qual pode ter contribuido para a diminuicdo da desordem nessa regiao
especifica. A Figura 13 representa as simulacfes realizadas no PONDR®-

VLXT com a enzima selvagem e a mutante 9-6D.
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Figura 13. Representacao das simulac¢des realizadas em PONDR®-VLXT para a enzima

selvagem (A) e a enzima mutante 9-6D (B).
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Jé a predicao realizada por PONDR®-VLS2, representada pela Figura 14,
classificou na enzima selvagem 7 regi6es como desordenadas e apenas 6 na

enzima mutante 9-6D.
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Figura 14. Representacao das simulagdes realizadas em PONDR®-VSL2 para a enzima

selvagem (A) e a enzima mutante 9-6D (B).
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4.5. Andlise dos epitopos imunogénicos

As sequéncias de aminoacidos das enzimas selvagem e mutantes 9-5F e
9-6D foram submetidas ao preditor IEDB para a determinacdo dos epitopos
antigénicos. Uma definicdo simples de epitopo pode ser considerada como
partes de uma molécula que sdo especificamente reconhecidas por moléculas
do sistema imunoldgico. RAMYA & PULICHERLA (2015) identificaram estas
regides para alguns tipos de L-ASNases.

O objetivo foi investigar se algum dos mutantes selecionados produziria
uma enzima cuja imunogenicidade fosse menor que a da enzima selvagem. A
comparacao foi realizada por quatro dos métodos disponiveis no IEDB para
predicao de regides epitopicas de células B.

A enzima 9-5F manteve a mesma pontuacdo de imunogenicidade da
enzima selvagem. Contudo, a enzima 9-6D revelou diminuicdo de regides
imunogénicas por todos os métodos. A Figura 15 representa graficamente a
pontuacao da enzima selvagem e da mutante 9-6D, com destaque para a regido

onde foi verificada alteragdo na imunogenicidade.
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Figura 15. Representacdo das simulacdes realizadas em IEDB. A. Simulagdes
realizadas pelo método Chou & Fasman Beta-Turn para a enzima selvagem (A.1) e
mutante 9-6D (A.2); B. Simulagfes realizadas pelo método Emini Surface Accessibility
para a enzima selvagem (B.1) e mutante 9-6D (B.2); C. Simulagfes realizadas pelo
método Karplus & Schulz Flexibility para a enzima selvagem (C.1) e mutante 9-6D (C.2);
D. Simulacdes realizadas pelo método Parker Hydrophilicity para a enzima selvagem
(D.1) e mutante 9-6D (D.2).

De acordo com a Figura 15, as alteragbes ocorreram na regido em torno
do residuo em que ocorreu a mutacdo da enzima 9-6D. As analises realizadas
pelos métodos de Karplus & Schulz e Parker indicaram que a regido estudada
deixou de ser a regido com maior pontua¢ao imunogénica da enzima.

Além da visualizagéo gréfica, foi realizada a comparacéo dos valores de
pontuacdo obtida entre os residuos da regido que compreende o residuo mutado

na enzima 9-6D. Os valores de pontuacao estdo demonstrados na Tabela 6.
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Tabela 6. Pontuagdes referentes a regides imunogénicas obtidas pelo IEDB da

enzima selvagem e da mutante 9-6D.

Método Pontuacao

Selvagem 1.15

Chou & Fasman Beta-Turn
Mutante 9-6D 1.073
Selvagem 3.785

Emini Surface Accessibility
Mutante 9-6D 1.372
o Selvagem 1.086

Karplus & Schulz Flexibility
Mutante 9-6D 1.048
o Selvagem 5.743

Parker Hydrophilicity

Mutante 9-6D 3.786

Assim como verificado na Figura 15, os resultados da Tabela 6
demostraram a diminui¢do da pontuacédo obtida por todos os métodos utilizados,
sugerindo que a mutacao realmente contribuiu para a diminuicdo das regides
epitépicas para células B. A diminuicdo dos valores foi mais significativa na
analise realizada pelo método de Emini, em que foi verificada uma reducéo de
quase 3 vezes na pontuacdo. MOOLA et al. (1994), observaram que a
substituicdo de prolina por qualquer outro aminoacido reduziria a
imunogenicidade de regides consideradas mais imunogénica da ErA. Por meio
de mutacdes sitio-dirigidas, obtiveram o mutante P285T, em que foi observada
importante reducéo da imunogenicidade da ErA. Nesse trabalho, foi verificado in
silico, pelo PONDR que a substituicdo de uma lisina (K) por uma isoleucina (1)

também contribuiu para a diminuicdo da imunogenicidade da regido do mutada.

4.6. Avaliacao daresisténcia a proteases

Considerando os resultados da Tabela 5, os clones 9-5F e 9-6D foram
selecionados para testar a resisténcia proteica mediante a incubagdo com
Catepsina B (CTSB) e Asparaginil endopeptidase (AEP). SHRIVASTAVA et al.
2015 indicam a possibilidade de que enzimas que possuem maior resisténcia as

proteases tendem a ter um aumento do tempo de meia vida. Isso acarretaria em
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beneficios para o paciente, como a diminuigdo da frequéncia de aplicacdes da
enzima.

O clone 9-5F foi selecionado para essa analise, pois foi 0 Unico que
apresentou melhora na atividade asparaginasica e diminuicdo da atividade
glutaminasica comparada a enzima selvagem. GERVAIS et al. (2014) criaram
mutantes de ErA visando a melhora da atividade especifica e estabilidade da
enzima, bem como reducdo da atividade glutaminasica. Esses autores
estudaram a mutacdo de asparagina (N) para acido aspartico (D) em duas
posicoes: N41D e N281D. A mutagcdo N281D resultou na diminuicéo da atividade
glutaminasica (para 1,9%), quando comparada a enzima selvagem, mas
acarretou também na diminuicdo da estabilidade da enzima a altas
temperaturas.

Contudo, a diminuicdo da atividade glutaminasica ainda gera
controvérsias. De acordo com PARMENTIERA et al. (2015), a atividade
asparaginasica sozinha pode nao ser suficiente para explicar a citotoxicidade da
L-ASNase em muitos casos de LLA. Esses autores mostraram que a enzima que
possuia a atividade glutaminasica mais alta de todas as proteoformas de L-
ASNases testadas, também foi a mais efetiva na prevencédo de crescimento
tumoral, enquanto que mutantes sem atividade glutaminasica foram eficazes,
com citotoxicidade mensuravel em apenas trés das onze linhagens celulares
testadas.

Nesse contexto, a enzima mutante 9-6D também foi selecionada, pois
além de manter a atividade especifica asparaginasica apresentou aumento da
atividade especifica glutaminasica, ambas comparadas a enzima selvagem.

A Figura 16 demostra os géis SDS-PAGE resultantes das analises apos
incubacdo das enzimas selecionadas com as proteases. As duas enzimas
mutantes 9-5F e 9-6D (Figura 16B) mantiveram as mesmas caracteristicas da
enzima selvagem (Figura 16A) e ndo apresentaram melhora com relacdo a
estabilidade mediante a Catepsina B (CTSB) e Asparaginil endopeptidase (AEP).
Contudo, esses testes sao importantes para provar que as mutacfes nédo
geraram sensibilidade da L-ASNase as proteases, 0 que poderia ser uma
desvantagem. Todas elas mantiveram o mesmo padrao da ErA ja discutido por
PATEL et al., (2009), ou seja, sao resistentes a degradacdo por AEP, porém
sensivel a degradacao por CTSB.
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Figura 16. SDS-PAGE das enzimas selvagem, 9-5F e 9-6D apds incubag¢do com AEP e
CTSB. A. Enzima Selvagem (Da direita para esquerda: (1) enzima mantida a 5 °C -
controle 1, (2) enzima mantida a 37 °C — controle 2, (3) enzima com CTSB a 37 °C, (4)
enzima com AEP a 37 °C, (5) marcador de massa molecular BenchMark Protein Ladder
(INVITROGEN). B. Enzimas mutantes (Da direita para esquerda: (1) enzima 9-5F
mantida a 5 °C - controle 1, (2) enzima 9-5F mantida a 37 °C — controle 2, (3) enzima 9-
5F com CTSB a 37 °C, (4) enzima 9-5F com AEP a 37 °C, (5) marcador de massa
molecular BenchMark Protein Ladder (INVITROGEN), (6) pogo vazio, (7) enzima 9-6D
mantida a 5 °C - controle 1, (8) enzima 9-6D mantida a 37 °C — controle 2, (9) enzima 9-
6D com CTSB a 37 °C e (10) enzima 9-6D com AEP a 37 °C.

4.7. Selecao do clone mais promissor

Apos a realizacdo dos testes descritos anteriormente, concluiu-se que
cada clone analisado (9-5F e 9-6D) possui alguma caracteristica melhorada
quando comparada a enzima selvagem. A enzima 9-5F demostrou ligeiro
aumento da atividade especifica asparaginasica e diminuicdo da atividade
especifica glutaminasica. Ja a 9-6D apresentou diminuicdo da pontuacdo de
desordem estrutural e diminuicdo de regifes imunogénicas, ambas analisadas
in silico e aumento da atividade glutaminasica.

Pelo fato da enzima mutante 9-6D ter apresentado caracteristicas

melhoradas apenas pelas analises in silico, e considerando que a atividade
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glutamindsica, apesar de ter sido demostrada como mais efetiva na prevencao
do crescimento tumoral (PARMENTIERA et al. 2015), é considerada causadora
de diversos efeitos adversos no tratamento de LLA (NARTA et al., 2007; SUDHIR
et al., 2014; RAMYA et al., 2011), selecionamos a proteoforma 9-5F. A enzima
9-5F foi considerada mais promissora, pois apresentou um ligeiro aumento no
valor da atividade especifica asparaginasica e diminuicdo da metade do valor da
atividade glutaminasica, sendo enzimas com menor atividade glutaminasica
consideradas mais seguras (NGUYEN, H. A., SU, Y. & LAVIE, A., 2016).

A visualizagdo dos modelos estruturais cristalograficos para a enzima 9-
5F foi obtida pelo programa Pymol. A estrutura base para a criacdo dos modelos
foi a referenciada como 107J no PDB. A partir dela, os residuos do sitio ativo e
as mutagdes foram destacadas. O sitio ativo da ErA € mediado principalmente
pelos residuos: Thrl5, Glu63, Asp96, Ser62, Thr95 Alal20 a Lys168 (GERVAIS
et al. 2014, NGUYEN, H. A,, SU, Y. & LAVIE, A. 2016).

A enzima mutante 9-5F possui 4 mutacbes: A>T, T=>S, Q2>E e V>M.
Considerando que a regido N-terminal da ErA é inerentemente movel (NGUYEN,
H. A., SU, Y. & LAVIE, A. 2016), duas das muta¢gdes ocorreram nessa regiao, e
duas na regido C-terminal. As duas mutacdes que ocorreram na regido N-
terminal estdo localizadas ao lado de dois residuos ligados ao sitio ativo
(GERVAIS et al. 2014, NGUYEN, H. A., SU, Y. & LAVIE, A. 2016).

Ja& com relacdo a localizacdo na formacdo da estrutura quaternaria,
apenas a mutacdo V->M ocorreu na superficie do tetrametro, as demais
ocorreram na parte interna da molécula (Figura 16C). A Figura 17 representa o
modelo cristalografico da estrutura referenciada como 107J com a insercdo das
mutacgdes do clone 9-5F em cartoon e superficie:
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C.

Figura 17. Modelo estrutural cristalogréafico da mutante 9-5F. O sitio ativo mediado pelos
residuos Thrl5, Glu63, Asp96, Ser62, Thr95, Alal20 e Lys168 estao destacados em
azul e as mutacBes em vermelho. A. Cartoon do tetramero. B. Cartoon do monémero.
C. Superficie do tetramero. As figuras foram criadas a partir de estrutura 107J do PDB

utilizando o software PyMOL.

4.8 Caracterizacdo da enzima selecionada

Um dos motivos da selegéo da enzima derivada do clone 9-5F foi pelo fato
de ter sido verificado a metade do valor da atividade glutaminasica, comparada
a enzima selvagem. Todavia, a utilizacdo de um método diferente para o célculo
das atividades especificas é recomendada, para confirmar se a diferenca
encontrada pelo método de Nessler ndo deriva de um erro do préprio método
utiizado. Dessa forma, as atividades especificas (asparaginasica e
glutamindsica) das enzimas selvagem e mutante foram testadas pelo ensaio

acoplado a GDH. Os resultados encontrados estédo apresentados na Tabela 7:
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Tabela 7. Valores de atividade especifica calculadas pelo método de ensaio

acoplado a GDH.
Atividade Atividade
_ _ % Atividade
_ especifica especifica o o
Enzima o o glutaminasica/Atividade
asparaginasica | glutaminasica o
asparaginasica
(U/mg) (U/mg)
Selvagem 473 99 21
9-5F 491 60 12

A obtencéo de valores de atividade especifica diferentes dos adquiridos
pelo método de Nessler ja eram esperados, considerando que cada método
possui interferentes e sensibilidades diferentes. Além disso, 0 método de Nessler
€ considerado um método direto enquanto o ensaio acoplado a GDH é
considerado um método indireto. Vale destacar que independentemente do
método utilizado foi verificada a diminuicdo da atividade glutaminasica da enzima
9-5F.

A alteracado de valores de atividade especifica de uma enzima indica que
parametros cinéticos foram alterados. A cinética asparaginasica e glutaminasica
das enzimas selvagem e 9-5F foram estudadas pelo método de ensaio acoplado
a GDH e calculadas por meio do programa Graphpad, utilizando o modelo
michaeliano. Os parametros calculados pelo programa estdo demostrados na
Tabela 8:

Tabela 8. Parametros cinéticos das atividades asparaginasica e glutaminasica

das enzimas selvagem e mutante 9-5F.

Km Km
Enzima L- asparaginase L-glutaminase
(HM) (mM)
Selvagem 49,1+ 3,5 0,8+0,3
9-5F 51,6 +2,3 1,7+04
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Conforme observado na tabela 8, os valores de Km da atividade de ErA
obtidos nesse trabalho estdo de acordo com o relatado na literatura (KOTZIA e
LABROU 2007; NGUYEN, H. A., SU, Y. & LAVIE, A. 2016). Nao foi verificada
diferenca significativa entre os Km para atividade de ErA das enzimas selvagem
e da mutante 9-5F.

NGUYEN, H. A., SU, Y. & LAVIE, A. (2016) estudaram parametros
cinéticos da atividade de L-glutaminase da ErA e de mutantes obtidos por
mutacéao sitio-dirigida. O Km para L-glutamina da ErA selvagem encontrado por
esses pesquisadores foi 0,36 £ 0,02 mM, enquanto que nesse trabalho o valor
de Km para enzima selvagem foi de 0,8 + 0,3 mM. Apesar de haver diferenca
significativa entre os valores mencionados, ambos possuem a mesma ordem de
grandeza. Ja a enzima mutante 9-5F, apresentou Km para L-glutamina de 1,7
0,4 mM. Conforme observado anteriormente, pelo fato da enzima ter
apresentado uma diminuicdo do valor da atividade especifica glutaminasica, era
esperado um aumento do valor do Km.

ApOs obtengcdo dos parametros cinéticos, foi realizado o estudo de
estabilidade, com intuito de verificar por quanto tempo a enzima mutante
permanecia ativa, sem a adicdo de nenhum osmoalito, quando armazenada em
geladeira ou freezer. Vale destacar que, diferente do tampao utilizado para
purificacdo descrito em 3.5.1, para a realizacdo do estudo de estabilidade néao
foi adicionada glicina. De acordo com a Figura 18, é possivel verificar que apés
7 dias a enzima armazenada em geladeira perdeu aproximadamente 50% da
atividade e depois de 11 dias a enzima ja ndo possuia nenhuma atividade.
OBREQUE 2017 realizou o estudo de estabilidade em func&o da temperatura de
armazenamento a 4°C da enzima comercial Crisantaspase e observou que a
perda de 50% da atividade ocorreu também apo6s 7 dias. A perda de atividade
enzimatica em funcdo do tempo pode ser causada por agregacao proteica ou
instabilidade do tetramero, bem como acao de proteases (AVRAMIS 2012).

Ja a enzima congelada teve a atividade especifica praticamente constante

até 0 11° dia e a perda de 50% da atividade ocorreu no 30° dia.
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Atividade especifica asparaginasica(U/mg)
Mutante 9-5F

100%
90%-
80%-
70%-
60%-
50%-
40%-
30%-
20%+
10%+

0% T ®
0 10 20 30
Tempo (dias)

-~ 2 a8C
-- - 20°C

Figura 18. Porcentagem de atividade especifica residual em fungéo do tempo, de acordo

com a temperatura de armazenamento da enzima mutante 9-5F.

Com relacdo as condi¢cdes oOtimas de atividade de acordo com pH e
temperatura, o pH 6timo foi estabelecido na faixa de 6,8 a 8,8, com reducao
significativa da atividade asparaginasica em pH abaixo de 5,8 e acima de 10,8
(Figura 19 A). A mesma faixa foi verificada quando calculada a atividade
especifica glutaminasica (Figura 19 B).

A B
Atividade especifica asparaginasica(U/mg) Atividade especifica glutaminasica(U/mg)
Mutante 9-5F Mutante 9-5F
201
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Figura 19. Atividade especifica asparaginasica (A) e glutaminasica (B) de acordo com

pH utilizado para a realizagdo da reacdo de hidrdlise.
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Ao verificar a porcentagem de atividade glutamindsica diante da atividade
asparaginasica (atividade glutaminasica/atividade asparaginasica), esperava-se
que as porcentagens se mantivessem constantes, ou seja, com o aumento da
atividade asparaginasica se esperaria um aumento da atividade glutamindsica,
assim como a diminuicdo da atividade asparaginasica viria acompanhada da
diminuicdo da atividade glutaminasica. Contudo, de acordo com a Figura 20,
verificou-se que a faixa de pH 6timo € justamente aquela que apresenta a menor
porcentagem de atividade glutaminasica, e que em faixas mais extremas as

porcentagens apresentaram a tendéncia de aumentar.

Porcentagem de atividade especifica glutaminasica
do Mutante 9-5F de acordo com pH
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Figura 20. Porcentagem de atividade glutaminasica de acordo com pH utilizado para a

realizacdo da reacédo de hidrolise.

A temperatura 6tima de reacao foi verificada incubando a reacédo de
hidrolise em diferentes temperaturas. A Figura 21 mostra os valores de atividade
especifica asparaginasica (Figura 21 A) e glutaminasica (Figura 21 B) de acordo
com a temperatura de incubacdo testada. A partir de 37°C a atividade se
manteve alta e praticamente constante, o que a principio poderia causar
estranheza. Entretanto, ao verificar o tempo de reacgéo, os resultados sdo os

esperados, uma vez que o tempo de reacdo € de apenas 11 minutos.
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Atividade especifica asparaginasica(U/mg)
Mutante 9-5F
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Figura 21. Atividade especifica asparaginasica (A) e glutaminasica (B) de acordo com
temperatura utilizada para a realizagédo da reacéo de hidrélise.

Com relagdo a porcentagem de atividade glutaminasica, os valores
encontrados foram constantes, de acordo com o esperado, e ndo se verificou
nenhuma tendéncia nos dados em funcdo da temperatura, conforme verificado

na Figura 22.
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Porcentagem de atividade especifica glutaminasica
do Mutante 9-5F de acordo com a temperatura
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Figura 22. Porcentagem de atividade glutaminasica de acordo com a temperatura

utilizada para a realizacéo da reacao de hidrolise.

A estabilidade térmica da enzima mutante 9-5F foi avaliada medindo a sua
atividade residual apoOs tratamento térmico de 45 minutos em diferentes
temperaturas, sendo considerado o valor de 100% para a enzima congelada. A
incubacédo da enzima pelo periodo especificado em temperaturas até 37 ° C nédo
interferiu na atividade especifica da enzima. Todavia, quando a enzima foi
incubada a 47 °C e 57 °C a queda do valor da atividade especifica residual foi de
43% e 12%, respectivamente (Figura 23). KOTZIA e LABROU (2009) realizaram
o estudo da estabilidade térmica da enzima ErA selvagem e do mutante D133V
pelo periodo de 7,5 minutos, e verificaram que a ErA selvagem e a mutante
D133V perderam 50% de atividade quando submetida a temperatura de
aproximadamente 47 °C e 56 °C, respectivamente. A mutante 9-5F estudada
nesse trabalho apresentou a queda de 50% de atividade na mesma temperatura
observada para a ErA selvagem, ambas a 47 ° C, apesar de o tempo de
incubacgéo da mutante 9-5F ter sido aproximadamente cinco vezes maior. Diante
desse resultado, € possivel afirmar que as mutacdes do clone 9-5F néo
diminuiram a estabilidade térmica da enzima, quando comparada a enzima
selvagem. Testes com periodos de incubacdo menores podem ser sugeridos
para comparar e verificar a possibilidade do aumento da estabilidade térmica da

mutante 9-5F.
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Atividade especifica asparaginéasica
residual da Mutante 9-5F
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Figura 23. Atividade especifica asparaginasica residual apds tratamento térmico de 45

minutos nas temperaturas descritas.

4.9. Otimizacdo de parametros na producéao de ErA

As condi¢fes de inducao, como o tipo de meio de cultura, a concentragao
de indutor, a temperatura e o tempo pés-inducdo, demonstraram influenciar a
expressado da proteina em E. coli (ASHAYERI-PANAH et al. 2017). A avaliacédo
de alguns desses fatores foram estudados para otimizacao da producéo do clone
mutante 9-5F (E. coli BL21(DE3)), uma vez que a enzima obtida por esse clone
apresentou diminuicdo de aproximadamente 50% do valor da atividade
glutaminasica (19 U/mg de enzima) comparada a enzima selvagem (36 U/mg de
enzima)

O primeiro estudo foi a avaliagdo do crescimento celular em seis
diferentes meios de cultivo: LB, SB, SB3, TB, TB5 e TY. Os valores de biomassa
foram calculados a partir da equacdo de correlacdo entre OD e massa seca
(equacao 3) e entdo a curva de crescimento do mutante 9-5F (E. coli BL21(DE3))
foi construida, considerando a funcao logaritmica de biomassa em funcao do

tempo para cada meio de cultivo, todas apresentadas na Figura 24.
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Curvas de crescimento do Mutante 9-5F E. coli BL21(DE3)
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Figura 24. Curva de crescimento celular do mutante 9-5F (E. coli BL21(DE3)) em

diferentes meios de cultivo.

Baseado nas curvas de crescimento construidas (Figura 24), com
excecdo da curva derivada do meio SB3 que demonstrou producéo de biomassa
inferior, ndo foi verificada diferenca entre a biomassa obtida nos diferentes meios
em funcéo do tempo. Por esse motivo, optou-se por manter o meio LB para os
experimentos seguintes, por ser um meio mais simples e econdmico, com
relacdo aos outros meios avaliados. O resultado encontrado nesse trabalho
difere do estudo realizado por ROMANO et al. 2009, para expressao da proteina
recombinante de hDAAO, expressa em E. coli BL21 (DE3) Star. Esse grupo
também testou os meios LB, SB, SB3, TB, TB5 e TY, porém verificaram a pior
producdo de biomassa no meio LB, e a melhor no TB.

O segundo parametro utilizado para avaliacdo da producdo de ErA pelo
mutante 9-5F (E. coli BL21(DES3)) foi a velocidade de agitacdo. O objetivo foi

10
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verificar se 0 aumento ou diminuigdo da velocidade de agitagéo resultaria em
alguma melhoria na obtencédo da ErA. As velocidades testadas foram de 150

rpm, 180rpm e 250 rpm. Os resultados estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Comparacéo entre os valores obtidos de atividade especifica (U/mg de
proteina), produtividade especifica (U/g célula) e produtividade volumétrica (U/L
de meio cultivado) resultante do crescimento do mutante 9-5F (E. coli

BL21(DE3)) em diferentes velocidades de agitacao (rotatoria).

Velocidade Produtividade Produtividade Atividade
de agitacdo  especifica volumétrica Especifica

(rpm) (U/g) (UL) (U/mg)
150 21,9+22 90,8+7,7  229,8+114
180 22,8+1,9 91,2+6,1  2264+108
250 235+28 92,6 +5,3 201,7 9,9

De acordo com os valores obtidos na tabela 9, ndo houve alteracéo
significativa nos resultados produzidos pelos diferentes parametros analisados.
Decidiu-se manter a velocidade de agitacdo de 180rpm para a execucao dos
outros testes, por ser a velocidade normalmente utilizada no laboratério onde
foram realizados esses experimentos.

Os demais parametros avaliados, concentracao do indutor, temperatura e
tempo de inducao foram estados simultaneamente, de acordo com as condi¢des
apresentadas na Tabela 3.

A tabela 10 mostra os resultados obtidos da produtividade especifica (U/g
de célula), da produtividade volumétrica (U/L de meio) e da atividade especifica
(U/mg de proteina total) de cada condicdo apresentada na Tabela 3. No tempo
de 24h de cultivo os resultados obtidos foram indicados como “*” pois os valores
encontrados foram préximos a zero. Outros pesquisadores relataram que
tempos de incubacdo mais longos e temperaturas mais elevadas podem ter
efeitos desfavoraveis na producdo de proteinas, especialmente em formas
soltveis (LARENTIS, A.L., SAMPAIO, H.C.C., MARTINS, O.B. et al. 2011;

SWALLEY et al. 2006). Nesse trabalho esse efeito desfavoravel foi verificado em
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todas as situacdes em que o tempo de incubacéo foi mais longo (24 horas), no
qual nao foi possivel calcular os parametros de produtividade e ou atividade da
ErA mutante 9-5F (E. coli BL21(DE3)).

Tabela 10. Resultados da produtividade especifica (U/g de célula), da
produtividade volumétrica (U/L de meio) e da atividade especifica (U/mg de
proteina total) obtidos para o mutante 9-5F (E. coli BL21(DE3)), de acordo com
a condigcao analisada.

Condicbes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
U/g de 7,5 9,9 8,0 8,4 24,0 23,0 22,6 24,8
célula 12 1,7 * +1,0 +1,5 * +0,9 +1,1 * +2,2 +0,4 *
U/L de 46,5 42,0 38,3 42,3 96,3 94,1 96,7 97,8
meio 3,1 72 * 4,7 2,1 * +3,5 2,9 * +5,7 +7,0 *

Umgde 96,3 93,6 129,8 166,3 280,6  290,8 270,2 286,5
proteina 4,7 +32 * +10,1 +152 * 18,6 18,5 * 7,0 19,6 *

Ao avaliar os resultados de produtividade especifica e volumétrica (Figura
25) foi possivel verificar um padrdo em todas as andlises: as condicbes 1, 2,4 e
5 cuja temperatura de inducédo foi de 25°C apresentaram valores bem mais
baixos que as condicdes 7, 8, 10 e 11, cuja temperatura de indugéo foi de 37°C.
ASHAYERI-PANAH et al. 2017 estudaram a otimizacdo de expressdo de
Rv1733c de Mycobacterium tuberculosis expressa em E. coli e concluiram que
temperaturas inferiores de inducéo (30 °C e 25 °C) causaram uma diminui¢ao
acentuada na expressao de Rv1733c, o que esta de acordo com o observado

nesse trabalho.
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Figura 25. Produtividade especifica (A) e volumétrica (B) de acordo com a condi¢ao
avaliada para o mutante 9-5F (E. coli BL21(DE3)).

A temperatura pos-inducdo é um fator importante que afeta a expressao
e a solubilidade da proteina recombinante (VINCENTELLI et al. 2011). Nesse
trabalho, ao verificar diferenca significativa nos valores de produtividade de
acordo com a temperatura de inducdo, os resultados foram analisados
considerando apenas esse fator. Foi calculada a média dos valores de
produtividade (especifica e volumétrica) obtidos para cada temperatura, uma vez
gue nao foi verificada diferenca significativa entre os valores na mesma condic&o
de temperatura.

Os valores de produtividade especifica obtidos a 25° C e 37° C (Figura 26
A) foram de 8,5 + 1,5 U/g de célula e 23,6 £ 1,4 Ulg, respectivamente. Esses
valores indicam que a produtividade especifica obtida a 37°C foi de 2,8 vezes
maior que a obtida a 25°C. Ja os valores obtidos para produtividade volumétrica
(Figura 26 B) foram 42,3 £ 5,1 U/L a 25°C e 96,2 + 4,5 U/L a 37°C, o que
corresponde a uma diferenca de 2,3 vezes entre as temperaturas analisadas.
Assim como verificado em outros trabalhos (ASHAYERI-PANAH et al. 2017,
SHAFIEE et al. 2017) a melhor expressao ocorreu a 37 °C.
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Figura 26. Média da produtividade especifica (A) e da produtividade volumétrica (B) de

acordo com a temperatura de inducdo para o mutante 9-5F (E. coli BL21(DE3)).

A concentracdo do indutor também afeta a expressao da proteina. A baixa
concentracdo do indutor pode resultar em uma inducgé&o ineficiente e por outro
lado, os indutores adicionados em excesso podem resultar em efeitos téxicos,
incluindo crescimento celular reduzido e, finalmente, reducédo da concentracao
de proteina recombinante (RAMIREZ et al. 1994; SHAFIEE et al. 2017). Nesse
trabalho foi possivel verificar que a concentragdo do indutor afetou os valores
obtidos de atividade especifica, principalmente no caso de temperaturas mais
baixas.

Conforme mostrado na Figura 27, também foi possivel visualizar grupos
de experimentos cujos resultados foram muito semelhantes. Primeiramente
pode-se verificar que as condi¢cbes 1 e 2 proporcionaram, em média, valores
mais baixos que as condicdes 4 e 5: 95,0 £ 3,9 U/mg e 148,0 £ 23,1 U/mg,
respectivamente. Nesse caso, concentracbes de indutores mais altos
contribuiram para valores mais altos de atividade especifica. Ao analisar as
condicdes 7, 8, 10 e 11, as quais todas elas foram submetidas a temperatura de
inducado de 37°C, os valores de atividade especifica obtidos ndo apresentaram
diferenca significativa, sendo o valor médio de 282,0 + 10,9 U/mg, quase o dobro
do maior valor de atividade encontrado nas condi¢des 4 e 5 (148,0 + 23,1 U/mg),
e aproximadamente 3 vezes maior do que valor de atividade encontrado nas
condigbes 1 e 2 (95,0 = 3,9 U/mg). Nesse trabalho, a temperatura de indugéo de

37°C apresentou os melhores resultados, assim como verificado em outros
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trabalhos (ASHAYERI-PANAH et al. 2017; SHAFIEE et al. 2017, SOLEYMAN et
al. 2016; MALIK et al. 2016).
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Figura 27. Atividade especifica (U/mg de proteina total) das condi¢cdes avaliadas (vide
Tabela 3) para o mutante 9-5F (E. coli BL21(DE3)).

As condicbes de cultivo celular e inducdo afetam o nivel secretor de
enzimas extracelulares de E. coli (BEIGI et al. 2012; NIRASAWA et al. 1999;
LEE et al. 2005), sendo a temperatura um dos parametros importantes
associados a expressao da proteina recombinante (PENG et al. 2004). De
acordo com os resultados obtidos, a temperatura foi o parametro que mais afetou
a produtividade (especifica e volumétrica) e a atividade especifica do mutante 9-
5F (E. coli BL21(DE3)).

WU et al. 2017, ao estudarem otimizacdo da producdo de Sortase A em
E. coli BL21 (DE3) com diversos tempos de inducéo (4, 8, 12, 16, 20 e 24 horas),
conseguiram a melhor atividade especifica no menor tempo (4 horas). O mesmo
foi verificado nesse trabalho, em que as condicbes com tempos mais curtos (3
horas) proporcionaram os mesmos resultados que tempos mais longos (6 horas),
e, portanto é recomendavel a utilizacdo do menor tempo possivel para a
otimizacao de producéo.

A concentracdo de indutor também demostrou que concentracoes
menores (0,4 mM de IPTG) reproduziram 0S mesmos resultados que

concentragcbes mais elevadas (0,8 mM de IPTG) e, portanto ndo se justifica a



91

utilizacdo de concentragcdes maiores. Resultados parecidos também foram
verificados por MALIK et al. 2016, em que o nivel de expressdo da proteina
recombinante de cHSPAG6 na fracdo soluvel de E. coli foi muito semelhante nas
concentracdes de IPTG entre 0,1 e ImM.

Dessa forma, a partir dos parametros testados, foi possivel concluir que a
melhor condi¢céo para a producédo da ErA, em agitador metabalico foi:
- crescimento celular em meio de cultivo LB,
- velocidade de agitacdo: 180 rpm,
- tempo de inducéo: 3 horas
- temperatura de inducgéo: 37°C

- concentracao de indutor: 0,4 mM de IPTG.

4.10. Construcéo da ErA de tamanho reduzido

As regides imunogénicas de L-ASNases derivadas de diferentes origens
tem sido objeto de estudo de diversos pesquisadores. RAMYA & PULICHERLA
(2015) identificaram e compararam, in silico, regidées imunogénicas de oito L-
ASNases, dentre elas a ECA, utilizada terapeuticamente. FERNANDEZ et al.
(2014), também estudou a regido mais imunogénica da EcA e a identificou entre
os residuos 212 e 231, isto é, a regido C-terminal. Considerando estudos
realizados em L-ASNases derivadas de diferentes organismos, e de acordo com
as andlises in silico descritas no item 3.5.5 e realizadas nesse trabalho, verificou-
se que a regiao C-terminal da ErA também é a mais imunogénica e desordenada.
Dessa forma, a construgéo de uma enzima reduzida de ErA foi planejada a partir
da retirada da regido C-terminal da enzima.

A construgao foi realizada com a inser¢ao de um “stop cédon” em um
residuo na regiao do looping que separa a por¢cdo N-terminal da C-terminal. A
Figura 28 indica a regido em que o stop codon foi incluido, por meio de mutacéo
sitio-dirigida. Foi realizado o sequenciamento genético, que confirmou o sucesso
da mutacdo. A andlise e caracterizacdo da enzima de tamanho reduzido ser4 o

objetivo do projeto de iniciacdo cientifica do aluno Seunghag Lee.
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Figura 28. Modelo estrutural cristalografico do mondmero de ErA. O sitio ativo mediado
pelos residuos Thrl5, Glu63, Asp96, Ser62, Thr95, Alal20 e Lys168 estdo destacados
em vermelho, e a proposta de mutacéo levando a criagdo de uma proteina truncada com
estrutura minima esta indicada com uma seta preta, que corresponde ao loop conector
entre a regido N- e C-terminal. A figura foi criada a partir de estrutura 107J do PDB

utilizando o software PyMOL.

5. CONCLUSOES

A criacdo de uma biblioteca de mutantes foi realizada com éxito por meio
da utilizacdo da PCR propensa a erros, e dessa biblioteca foram obtidos 17
mutantes para producdo de diferentes proteoformas de ErA. O mutante
selecionado, nomeado de 9-5F E. coli BL21(DE3)), apresentou atividade
especifica glutaminasica reduzida pela metade, quando comparada a enzima
selvagem. De acordo com os testes realizados nesse trabalho, a temperatura foi
0 parametro que demonstrou maior influéncia sob a produgdo da enzima

mutante, seguido da concentracao de indutor.

6. PERSPECTIVAS

Com a obtencdo de uma enzima mutante com uma caracteristica

melhorada em relacéo a enzima selvagem, se faz necessario o estudo de outras
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caracteristicas, como o0 comportamento enzimatico com relacdo a citotoxicidade,
inicialmente com testes in vitro, e posteriormente in vivo caso os resultados
obtidos sejam promissores. Para a enzima 9-6D que apresentou diminuicdo de
pardmetros imunogénicos in silico, faz-se necesséria a obtencdo de dados
experimentais in vitro e in vivo para corroborar as predigcdes obtidas nesse
trabalho. Além disso, testar comparativamente as taxas de citotoxicidade das
diferentes mutantes obtidas com a enzima selvagem pode trazer dados

esclarecedores com relacdo a controversa atividade glutaminasica.
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ANEXO 1. APROVACAO DO PROJETO PELO COMITE DE ETICA EM
PESQUISA

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

Of.CIBio/0202016/FCF

Sao Paulo, 13 de setembro de 2016

Senhora Professora,

Conforme parecer favoravel do relator, informo a Vossa Senhoria que
em reunido da Comissdo Interna de Biosseguranca da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas realizada no dia 17 de agosto p.p., o Projeto “Caracterizagio
de L-Asparaginase de FErwinia chrisanthemi melhorada por evolugdo sintética

de proteinas e otimizagdo das condigdes de produgdo” foi aprovado.

Atenciosamente,

- o
(o«

Prof. Dr. MARIO HIROYUKI HIRATA
Presidente da ClBio

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 Universitiria - CEP 05508-900 - Sdo Paulo - SP
Fone/fax: (011) 3091-3678 - e-mail: atadfcf.usp.br
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Preparagio Pedagdgica (Instiuto de
ABCE0C- hstronomia, Geofisica e Ciéncias Almosféricas 12082014 24A12014 15 - Matiess
- Universidade de Sao Paulo)
MPTET60- Metodologla de Ensing |: Preparagao Pre-
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