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A leucemia linfoblastica aguda (LLA) é um tipo de cancer que afeta a
medula 6ssea, e cujo principal tratamento € o uso terapéutico da enzima L-
asparaginase. Grande parte dos pacientes tratados apresenta resposta imune
as enzimas disponiveis para essa finalidade, que sao provenientes de
Escherichia coli ou Erwinia chrysantemi. A L-asparaginase de Zymomonas
mobilis, expressada tanto de forma nativa quanto por E. coli recombinante, foi
estudada pelo Laboratério de Bioprocessos da COPPE-UFRJ, apresentando
atividade antileucémica.O presente trabalho visou promover a producédo da L-
asparaginase da bactéria Z. mobilis através da clonagem e expressdo
constitutiva na levedura Pichia pastoris. Para concluir as etapas de clonagem, o
plasmideo pGAPZaB contendo o gene L-asparaginase sob controle do
promotor da enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase foi inserido em E.
coli JM109 para estoque, sendo posteriormente transformado em P. pastoris
X33. Os organismos transformantes de levedura obtidos foram submetidos a
selecdo em placas de Petri contendo meio de cultivo sélido com Zeocina.
Foram realizados entdo cultivos dos clones selecionados em frascos agitados
contendo meio de expressdo, em batelada simples e, posteriormente,
realizando alimentacéo com glicerol, observando-se, ao longo dos cultivos, o
comportamento do crescimento celular, o consumo de glicerol e atividade da
enzima L-asparaginase no sobrenadante do meio de cultivo. Também foi
avaliada a possibilidade da retencdo da enzima no periplasma celular, por
dosagem da atividade utilizando as células integras. Foram obtidos 17 clones,
dos quais 2 apresentaram resisténcia a 1000 pg/mL de Zeocina. Os resultados
indicaram, em batelada simples, atividades por grama de células iguais a 0,4 e
0,6 Ul/g. Nao foi detectada atividade enzimatica no cultivo em batelada
alimentada. A andlise das células integras também nédo detectou a retencéo da
enzima no periplasma celular.
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Capitulo | — Introducéao

I.1 — A enzima L-asparaginase e sua utilizacao para fins terapéuticos

A leucemia é um dos dez tipos de cancer mais frequentes no Brasil,
sendo a leucemia linfoblastica aguda (LLA) o tipo mais comum na infancia e
adolescéncia na maioria das populacdes (cerca de 25 a 35%), embora também
venha a afetar adultos (INCA, 2014). A LLA, uma doenca altamente
heterogénea, é caracterizada pela expansdo clonal dos blastos (células
sanguineas jovens) hematopoéticos, tomando o lugar das células sanguineas
saudaveis (FADERL et al., 2010).

Os principais sintomas relacionados a doenca incluem febre, sudorese
noturna, perda de peso, feridas ou sangramentos, dificuldade de respiracao,
vertigens e infecgcbes. Também € possivel o aparecimento de dores nas
articulacbes e, em menores incidéncias, envolvimento sintomético do sistema
nervoso central (FADERL et al., 2010).

Nesse contexto, a L-asparaginase, uma enzima de elevada importancia
quimioterapéutica, tem sido amplamente utilizada, com sucesso, no tratamento
de uma variedade de transtornos linfoproliferativos e linfomas; de modo
especial, a LLA. A enzima tem mostrado alta eficiéncia na inducdo e nas
etapas subsequentes de diversas estratégias de quimioterapia (NARTA et al.,
2007, NARTA et al., 2011).

O historico do uso terapéutico da enzima comecou quando KIDD (1953)
constatou que a administracdo intraperitonial do soro de porquinho-da-india
(espécie nao identificada pelo autor) em ratos levava a regressao de alguns
tipos de linfossarcomas subcutaneos, efeito que nao foi percebido ao se utilizar
o soro de cavalos ou coelhos. No entanto, foi BROOME (1961) quem propés a
relacdo das propriedades terapéuticas do soro a alta concentracdo da enzima
L-asparaginase no mesmo (CLEMENTI, 1922). Desde ent&o, inUmeros estudos
acerca da enzima e sua atuacao foram realizados, de forma a ser descoberto,
alguns anos depois, que a L-asparaginase isolada de Escherichia coli (E. coli)

também apresentava atividade antitumoral semelhante a encontrada no soro



do porquinho-da-india (KURZBERG, 2000; CAMPBELL e MASHBURN,1969;
MASHBURN e WRISTON, 1964).

A L-asparaginase catalisa a hidrdlise do aminoacido L-asparagina a
acido aspartico e amoénio (figura 1), o que resulta em uma queda na
concentracdo da L-asparagina no meio. A importancia terapéutica dessa
atuacdo se da pelo fato de linfoblastos leucémicos e alguns outros tipos de
células tumorais possuirem niveis de L-asparagina sintetase muito baixos ou
inexistentes, o que leva essas células a dependerem da corrente sanguinea
como Unica fonte de suprimento desse aminoacido. Desta forma, a deplecdo da
asparagina pela atuacdo da L-asparaginase leva as células doentes a morte
pela privagdo de um fator essencial para a sintese protéica. As células
saudaveis, por sua vez, possuem niveis da asparagina-sintetase suficientes
para repor a asparagina consumida na reacao catalisada pela L-asparagianse
(KURZBERG, 2000; NARTA et al., 2007).

0]
HoN | -
| + = Crescimento tumoral
O  NH3
L-asparagina
L-asparaginase ]
O
0 | ” Crescimento tumoral
| o) > é inibido
+
O  NH3
Aspartato
+
NH4'

Figura 1 — Mecanismo de atuacéo da L-asparaginase e seu efeito terapéutico no tratamento da
LLA (adaptado de NARTA et al., 2007).

A bactéria Escherichia coli possui dois tipos da enzima L-asparaginase,
classificadas como tipo | (citosélica) e tipo Il (periplasmatica). A enzima tipo |
possui elevado Km em relacdo a tipo Il, de forma que somente a segunda
tenha apresentado atividade antitumoral. A estrutura da L-asparaginase tipo Il &

de um homotetramero composto de quatro sub-unidades idénticas em sua
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forma ativa, denominadas A, B, C e D (figura 2 (a)), possuindo uma massa total
que varia de 138 a 150kDa (KOZAK et al., 2000; KURZBERG, 2000,
AGHAIYPOUR et al., 2001). O seu sitio ativo (sequéncia Thrl2, Tyr25, Ser58,
Thr89, Asp90, Lys162, Asn248 e Glu283 da enzima tipo Il de E. coli) é criado
pelas sub-unidades adjacentes A e C ou B e D, e pode ter seu local definido
pela localizacdo do produto reacional, L-aspartato, na estrutura cristalogréafica
da enzima (KOZAK et al., 2000; KOZAK et al., 2002), conforme mostrado na
figura 2 (b).

(a) (b)

Figura 2 — (a) Estrutura tetramérica da enzima L-asparaginase tipo Il de Escherichia coli
complexada com a L-asparagina, evidenciando as quatro sub-unidades que compdem a
estrutura quaternaria da proteina (adaptado de YUN et al., 2007); (b) sitio ativo da L-
asparaginase tipo Il de E. coli (SWAIN et al., 1993).

I.1.1-Variantes da enzima disponiveis para fins terapéuticos

Existem trés tipos de asparaginases que vém sendo utilizados até hoje:
a enzima nativa derivada de E. coli (Escherichia coli asparaginase, produzida
sob cinco diferentes nomes comerciais), uma forma conjugada ao
polietilenoglicol da enzima de E. coli e a enzima isolada de Erwinia chrysantemi
(Erwinia asparaginase). Entretanto, algumas das preparacdes citadas ndo séo
disponiveis em todos os paises (PIETERS et al., 2011). A asparaginase de E.
chrysantemi, por exemplo, s6 é permitida no Canada e em alguns paises da
Europa, para pacientes que apresentam reacdo do sistema imunologico a
enzima de E. coli (KURZBERG, 2000).



Outras formas da enzima que vém sendo estudadas sédo a producéo de
L-asparaginase recombinante idéntica a Asparaginase Medac de E. coli, que
estd sob avaliacdo clinica, e uma forma associada ao polietilenoglicol da
enzima de E. chrysantemi (PIETERS et al., 2011).

No Brasil, s6 é permitido o uso terapéutico da L-asparaginase de
Escherichia coli, e todo o medicamento utilizado é obtido por importacéo, seja
da enzima purificada ou de medicamentos contendo a enzima. As quantidades
de L-asparaginase importadas por ano sao irregulares e ndo obedecem um
padrdo, o que indica que a importacdo €é dependente da demanda
(EINSFELDT, 2014; MDIC, 2015). Até o ano de 2013, a enzima era importada
pelos servicos de oncologia do Sistema Unico de Salde (SUS). No entanto,
com a interrupcdo do medicamento pela empresa Merck & Co., sob o nome
comercial Elspar®, que o fornecia para a distribuidora brasileira, o Ministério da
Saude assumiu a compra da L-asparaginase, além de ter permitido a aquisicédo
centralizada por meio de novo fornecedor (FIOCRUZ, 2014). Além disso, 0
ministério também garantiu que, a partir do ano de 2015, a L-asparaginase
seria produzida no Brasil, em uma parceria entre a Fiocruz e os laboratorios
privados NT Pharma e Unitec Biotec (FIOCRUZ, 2013).

O grande problema associado ao uso terapéutico da enzima L-
asparaginase reside no fato de o tratamento apresentar elevada taxa de
imunogenicidade, que pode variar de efeitos como urticéria, febre, nauseas,
dores de cabeca e calafrios a efeitos mais graves, como disfuncédo hepatica,
azotemia e, em casos extremos, a disfuncdes cerebrais, anafilaxia e morte
(OHNUMA et al., 1970; NARTA et al., 2007).

Portanto, buscam-se formas alternativas do tratamento com L-
asparaginase que tenham efeito imunogénico reduzido. Uma delas é a
combinacdo da asparaginase a outros agentes quimioterapicos, como
corticoesterodides, alcaldides, antibidticos, dentre outros, evitando as reacdes
alérgicas (NARTA et al., 2007; BAPTISTA, 2013).

Outra alternativa, conforme ja exposto, € o uso da enzima isolada de E.
chrysantemi, que, embora ainda néo tenha sido amplamente estudada, tem se
mostrado menos imunogénica, visto que apresenta niveis de inducdo a
anormalidades de coagulacéo inferiores aquela proveniente de E. coli (DUVAL
et al.,, 2002; PIETERS et al.,, 2011). Contudo, foi constatado também que a

4



eficiéncia clinica da enzima de E. chrysantemi é inferior a de E. coli, na
aplicacao de dosagens iguais das duas enzimas a longo prazo, o que demanda
a adaptacdo na administracdo da dosagem ao utlizar a enzima de E.
chrysantemi (DUVAL et al., 2002).

Uma terceira proposta para diminuicdo dos efeitos imunogénicos da L-
asparaginase que tem apresentado resultados positivos € a conjugacao da
enzima ao polietilenoglicol (PEG-L-asparaginase) (KURZBERG, 2000; NARTA
et al., 2007). De modo geral, as cadeias do polimero associado a enzima
formam uma barreira alostérica a interacdo de moléculas grandes, como
anticorpos e enzimas proteoliticas, bloqueando sitios imunogénicos de forma a
nao ser reconhecida pelo sistema imunolégico, sem que com isso prejudique a
associacdo de moléculas pequenas, como a L-asparagina, a enzima (PASUT e
VERONESE, 2009). A aplicacdo da PEG-L-asparaginase como agente
terapéutico foi aprovada pela Food and Drug Administration (FDA) em 1994
para uso em quimioterapia combinada para tratamento de pacientes com LLA
que apresentaram hipersensibilidade as formas nativas de L-asparaginase
(PASUT e VERONESE, 2009; KURZBERG, 2000). Nos Estados Unidos, a
enzima associada ao PEG pode ser usada em primeiro caso (VAN DER BERG,
2011).

I.1.2 — A L-asparaginase de Zymomonas mobilis

Zymomonas mobilis (Z. mobilis) é uma bactéria Gram-negativa,
anaerobia facultativa, encontrada na forma de bastonete, que foi isolada da
cidra pela primeira vez em 1911 por Baker e Hillier (ABUD, 2005). A bactéria é
conhecida pela sua capacidade de produzir etanol de forma rapida e eficiente
ao utilizar acucares simples como Unicas fonte de carbono, e de catabolizar
substratos com altas taxas especificas, obtendo baixos rendimentos de
biomassa, visto que parte do carbono utilizado € convertido em etanol
(DOELLE et al.; 1993, TOMA et al., 2003).

E constatado na literatura que o caldo fermentativo de Z. mobilis possui
acao terapéutica contra aftose e doenca de Bang em gado bovino, bem como

contra disturbios intestinais e ginecolégicos em seres humanos, que por muitas



vezes se caracterizam por respostas de resisténcia a medicamentos
quimioterapicos e antibiéticos (ABUD, 2005).

Foi estudado o potencial da enzima L-asparaginase produzida por Z.
mobilis para fins terapéuticos, muito embora tenha se constatado que a
produtividade da enzima pela cepa é muito baixa (CALAZANS, 1997;
PINHEIRO, 2001). ABUD (2005) realizou estudos a fim de determinar as
melhores condi¢cdes para expressdo nativa da enzima de Z. mobilis, e
EINSFELDT (2014) obteve altas expressfes ao utilizar a enzima de Z. mobilis
em E. coli recombinante, usando mecanismo de inducdo por isopropil-3-D-1-
tiogalactopiranosideo (IPTG) e por lactose. A enzima recombinante apresentou
atividade antitumoral ao ser testada em células doentes isoladas de pacientes
com LLA, observando-se um percentual de células mortas superior a 80% ao
usar a enzima na dose de 1,0 Ul/mL, o que pode ser considerado um efeito
significativo em comparacdo ao grupo controle (células que nao receberam

tratamento), que apresentou 30% de morte celular (BAPTISTA, 2013).

.2 — Producdo de enzimas recombinantes por microrganismos para fins

terapéuticos

Devido a rapida expanséo da industria biotecnolégica nos dltimos anos,
a expressao de diversas proteinas recombinantes em diferentes sistemas de
expressdo tem se tornado, a0 mesmo tempo, um dever e um desafio
(ANDERSEN e KRUMMEN, 2002).

Nesse contexto, dentre os principais hospedeiros utilizados para
expressao de proteinas recombinantes, de uso terapéutico ou ndo, 0 mais
utilizado é a bactéria Escherichia coli, visto que o microrganismo oferece
vantagens como producdo rapida e econdmica. Desta forma, € possivel
encontrar na literatura rotas econdmicas de producdo de proteinas
terapéuticas, como insulina e horménio de crescimento bovino utilizando esta
bactéria como plataforma de expressdo (ANDERSEN e KRUMMEN; 2002,
JANA e DEB, 2005).

No entanto, a vasta aplicacdo desse sistema apresenta dificuldades.
Uma delas é a tentativa de produzir proteinas derivadas de eucariotos, que

podem resultar em enovelamento inadequado ou auséncia de modificagbes
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pos-traducionais, inexistentes em bactérias e essenciais para o funcionamento
correto de determinadas proteinas, tais quais glicosilacdo, isomerizacdo
cis/trans de residuos de prolina, isomerizacdo de dissulfeto, lipidacéo,
sulfatacdo ou fosforilacdo (DULY e HEARN, 2005). Outra dificuldade
encontrada é o fato de serem complexos os mecanismos de incorporacdao do
fragmento de DNA éxogeno ao genoma da E. coli, utilizando-se, em grande
parte das vezes, plasmideos que se mantém integros, sendo assim necessario
um constante monitoramento dos cultivos a fim de se verificar que ndo houve
perda plasmidial durante a divisdo celular (GUPTA et al., 1995), o que pode
afetar drasticamente a expressido do produto de interesse (FRIEHS, 2004). E
interessante, portanto, o estudo da utilizacdo de outros organismos como
hospedeiros, como as leveduras Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) e
Pichia pastoris (P. pastoris), que sao as mais utilizadas para tais finalidades
(ANDERSEN e KRUMMEN, 2002).

[.2.1 — A levedura Pichia pastoris como plataforma de expressao

Pichia pastoris € uma levedura metilotréfica que pode ser modificada
geneticamente para expressar proteinas, para fins tanto de pesquisa quanto
industriais (CEREGHINO et al., 2002).

Dentre as vantagens oferecidas pela levedura em comparacdo a outros
sistemas de expressao, destacam-se uma elevada taxa de crescimento celular
e a possibilidade de cultivo em alta densidade celular, alta produtividade em
meios de cultivo com baixos niveis de proteina, facilidade de manipulacdo
genética, auséncia de riscos conhecidos a saude humana, tanto por parte da
levedura quanto dos virus que conhecidamente podem usar a mesma como
hospedeira, a capacidade de realizar modificacdes pos-traducionais, possuindo
um padréo de glicosilagdo mais baixo e mais vantajoso que o de S. cerevisiae,
o fato de a levedura preferir uma rota metabdlica respiratéria em vez de uma
fermentativa anaerdbica — o que evita os danos causados pelo excesso de
produtos resultantes de fermentac&o, como etanol e acido acético, que podem
ser toxicos para o cultivo em alta densidade celular — e a alta afinidade da

levedura a fontes de carbono de baixo custo, como o glicerol (CEREGHINO et



al., 2002, CELIK e CALIK; 2012, LI et al., 2007, MACAULEY-PATRICK et al.,
2005).

A maior parte dos promotores utilizados em P. pastoris que atuam sob
regulacdo deriva de genes que codificam rotas de utilizacdo do metanol, que
sdo geralmente reprimidas por glicose ou etanol e fortemente induzidos pela
presenca de metanol (PRIELHOFER et al., 2013). Destaca-se a utilizacdo do
pAOX, um promotor derivado da enzima alcool oxidase 1 (AOX1), conhecido
por ser um dos promotores eucariéticos mais estritamente regulados, sendo
fortemente induzido na presenca de metanol (CELIK e CALIK, 2012).

Contudo, também € conhecida a utilizacdo de promotores constitutivos,
que podem ser vantajosos para super-expressdo de genes ou para co-
expressao de cofatores ou de genes de marcacéo. Destaca-se, nesse contexto,
o promotor da enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase de P. pastoris
(pGAP), uma enzima-chave na via glicolitica, cuja produtividade é influenciada
pelo controle da taxa de crescimento celular e pelos niveis de oxigénio
disponivel no meio. O pGAP possui fortes niveis de expressado constitutiva,
comparaveis as obtidas utilizando o promotor pAOX (QIN et al.,
2011,PRIELHOFER et al., 2013). Um tipico processo de expressao utilizando o
pGAP usa glicerol em uma etapa de batelada simples, e uma alimentacao
constante de glicose por 100 horas, podendo atingir uma densidade celular
superior a 100 g/L (COS et al., 2006; PRIELHOFER et al., 2013).

A grande vantagem do uso do pGAP em relacdo ao pAOX é o fato de o
primeiro ndo necessitar da inducao utilizando metanol. Este fato permite um
crescimento mais direcionado da cepa hospedeira, sem a necessidade da
etapa de mudanca da fonte de carbono no processo, além de eliminar os danos
e custos relacionados ao estoque e transporte de grandes volumes de metanol
(QIN et al., 2011).

E possivel encontrar na literatura a expressio de proteinas heterélogas
em P. pastoris com segregagdo para o meio extracelular. Embora diversas
sequéncias, inclusive aquelas encontradas na levedura de forma nativa,
tenham sido utilizadas com sucesso para este fim, a que apresentou melhores
resultados foi a sequéncia S5 de aminoacidos do peptideo-sinal MATa de S.
cerevisiae, sendo uma das mais frequentemente incorporadas em vetores de
expessao para P. pastoris (CEREGHINO et al., 2002).



Uma das formas mais utilizadas para aumentar a expressdo em P.
pastoris € o0 aumento do numero de coépias incorporadas ao genoma
(BRIERLEY, 1998; THILL et al.,, 1990). Para essa finalidade, existem duas
formas de abordagem conhecidas: uma se volta a construgcdo de um vetor que
tenha sua regido de expressdo uma sequéncia flanqueada por sitios de
restricio de extremidades complementares. Dessa forma, a repeticdo das
etapas de clivagem e reinsercdo acaba por levar a inimeras repeticdes da
sequéncia de expressao no vetor (conforme exemplificado na figura 3). A outra
abordagem utiliza vetores de expressao que contém sequéncias de resisténcia
a antibidticos especificos como marcadores seletivos, como 0s genes
bacterianos Kan®, Zeo® e Bsd®, que conferem resisténcia aos antibiéticos
Canamicina, Zeocina e Blasticidina, respectivamente, e realiza a selecdo das
cepas utilizando como critério a maior resisténcia ao antibidtico, visto que, uma
vez que cada copia do gene oferece significativa capacidade de resisténcia, a
sobrevivéncia da cepa a maiores concentracfes do antibidtico seletivo indica a
presenca de um maior nimero de copias (figura 4), o que afetara os niveis de
expressédo da enzima de interesse (BRIERLEY, 1998; CREGG et al., 2009;
DALY e HEARN, 2005).
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Figura 3 — Exemplo de procedimento de inser¢do de multiplas copias do gene através da
construgdo de um vetor que contenha inimeras copias do cassete de expresséo, por meio da
repeticdo de procedimentos de clivagem do cassete de expressao por digestdo com a enzima

de restricdo BamHl, lineariza¢do do plasmideo utilizando a enzima Bglll e ligacio dos dois
fragmentos obtidos (adaptado de AW e POLIZZI, 2013).

5'PgAp Gene de Interesse TT ; Zeocina 5 Pgap 5 GAP TIT 3

Cassete de Expressao n

Figura 4 — Exemplo de integragéo do plasmideo ao genoma do organismo hospedeiro, que
pode ocorrer inUmeras vezes. Visto que o cassete de expressao que € inserido contém o gene
de resisténcia ao antibiético Zeocina, quanto maior o nimero de cépias, maior a concentracéo

do antibiético a qual o organismo se torna resistente (INVITROGEN, 2002, adaptado).
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Capitulo Il — Objetivos

Tendo em vista os dados apresentados, o presente trabalho teve por
objetivo o desenvolvimento de uma nova L-asparaginase através da clonagem

do gene de Zymomonas mobilis na levedura Pichia pastoris.

[I.1 — Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

e A obtencdo de transformantes contendo um elevado niumero de cépias
do gene de L-asparaginase de Z. mobilis inserido incorporadas ao
genoma, através de selecdo por resisténcia ao antibiético Zeocina;

e A expressao da enzima L-asparaginase pela levedura Pichia pastoris em
frascos agitados;

e O estudo da influéncia do tipo de cultivo na expressao da enzima pela
levedura, comparando o processo por batelada simples em frascos
agitados ao com alimentagdo intermitente do meio com a fonte de

carbono (glicerol).
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Capitulo lll — Materiais e Métodos

I11.1 — Plasmideo utilizado

O plasmideo utilizado para o estudo foi sintetizado pela empresa Epoch
Life Science Inc, utilizando o vetor pGAPZaB da empresa Invitrogen, e
contendo como inserto o gene de L-asparaginase de Zymomonas mobilis,
conforme utilizado por EINSFELDT (2014), otimizado para Pichia pastoris pela
utilizacdo de cddons mais freqlientes na levedura. Foram inseridos a sequéncia
sitios de restricdo para clivagem pelas enzimas Xhol e Xbal. O vetor pGAPZaB
apresenta um promotor constitutivo da enzima gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (GAP), uma sequéncia sinalizadora para exportagcédo da proteina
traduzida para o meio extracelular (fator a de Saccharomyces cerevisiae), uma
cauda poli-histidina, visando possivelmente uma posterior purificacdo,e a
sequéncia do gene Shble, que confere resisténcia ao antibiético Zeocina. Para
fins de identificacdo, a construgao foi chamada de pGAPZaZmA (Zymomonas

mobilis asparaginase), e 0 seu mapa esta representada na figura 5.

CAwrID (190)

pGAPZAZmA
4203 bp

" xbal (1879)

Figura 5 — Mapa da constru¢cao pGAPZaZmA, evidenciando as regides do promotor, do gene
de L-asparaginase otimizado para Pichia pastoris, da sequéncia sinalizadora e da cauda poli-

histidina, bem como os sitios de restricdo utilizados (gerada pelo software SnapGene®).
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[11.2 — Microrganismos utilizados

A bactéria Escherichia coli da linhagem JM109 (gendtipo: F" traD36
proA™B" lacl A(lacZ)M15/ A(lac-proAB) ginV44 el4” gyrA96 recAl relAl endAl
thi hsdR17) foi utilizada neste trabalho a fim de amplificar, confirmar e estocar o
plasmideo recebido. Para tanto, foi utilizada uma aliquota de estoque desta
cepa oriunda do Laboratério de Microbiologia Molecular e Proteinas. A levedura
Pichia pastoris da linhagem X33 foi utilizada para insercdo e expressao do
gene de interesse correspondente a asparaginase de Zymomonas mobilis
(ZmA).

[11.3 — Preparo de células competentes e transformacéo em E. coli

A cepa JM109 de E. coli foi submetida a um processo de preparacao de

células competentes para eletroporacao, conforme representado na figura 6.

.

Pré-inéculo da cepa de E.

coli em frascos de 50 mL
contendo meio LB
(liquido)
Temperatura: 37°C
Agitacdo: 200 rpm

Submisséo das células
decantadas a lavagens
utilizando agua padrao
Mili-Q estéril resfriada

agitados contendo meio
LB (liquido)
Temperatura: 37°C
Agitagdo: 200 rpm

+

Lavagem das células com
solugéo de glicerol 10%
resfriada

Centrifugagdo do cultivo
por 15 minutos
Temperatura: 4°C
Velocidade: 4000 g

* Descarte do *
sobrenadante N
Indculo do meio com ~ .,
p Ressuspensao das células
células em frascos N P

/

Cultivo até que a
densidade éptica atingisse
valor entre 0,6 € 0,8

T

em solugdo de glicerol
10% até um volume final
500 vezes menor que o
inicial

/

+

Resfriamento do sistema
em gelo

~

J

Estoque de aliquotas das
suspensodes finais em
frascos de 1,5 mL a -80°C

Figura 6 — Fluxograma de preparo de células competentes de Escherichia coli. O meio LB

liquido é composto por extrato de levedura 5 g/L, peptona 10 g/L e cloreto de sodio 10 g/L. As

etapas de lavagem se dao pela repeticdo de etapas de ressuspenséo das células,

centrifugacao a 4000 g e 4°C e descarte do sobrenadante.
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A uma das aliquotas de células obtidas, previamente removida do
freezer a -80°C e aquecida por contato com gelo a aproximadamente 0°C,
foram adicionados 2 uL da solu¢do contendo o plasmideo pGAPZaZmA. O
frasco contendo a suspensdo permaneceu mergulhado no gelo por 4,5
minutos, ap0s os quais a suspensdo foi transferida para uma cubeta de
eletroporacgéo, que foi posicionada nos eletrodos de um eletroporador, sendo
entdo submetida a um pulso (voltagem de 2,5 kV, capacitancia de 25 pF e
resisténcia de 200 Q) para incorporagdao dos plasmideos pelas células. Foi
adicionado entédo a cubeta 1 mL de meio LB e, em seguida, todo o material foi
transferido para um tubo de 1,5 mL, sendo entdo submetido a incubacéo a
37°C sob agitacdo de 650 rpm, por 30 minutos. ApGs a incubacdo, o material
foi centrifugado a 8000 rpm por 5 minutos, tendo o sobrenadante descartado e
as células decantadas ressuspendidas com 100 uL de meio LB.

Foi entéo realizado o plagueamento de aliquotas de 20 e 80 pL da célula
transformada em meio LB Low Salt solido (extrato de levedura 5 g/L, triptona
10 g/L e cloreto de sédio 5g/L, agar 20 g/L), contendo o antibidtico seletivo
Zeocina, ao qual o plasmideo conferiria resisténcia, na concentracdo de 50
pg/mL. As placas foram incubadas a 37°C por 16 horas, a fim de permitir o
crescimento das células transformadas. Foi também realizado um controle
negativo, através do plaqueamento da célula ndo transformada em meio
contendo Zeocina, e um controle positivo, através do plaqueamento em meio
livre de Zeocina da célula ndo-transformada.

Foram escolhidas entdo cinco amostras das células que cresceram no
meio solido para crescimento em meio LB Low Salt liquido em frascos de 50
mL contendo Zeocina na concentracdo de 50 pg/mL. As amostras foram
incubadas a 37°C, com agitacdo a 200 rpm, por 16 horas. Entdo, essas
amostras foram identificadas, numeradas e estocadas em glicerol em

concentracéo aproximada de 25% (m/v), a temperatura de -80°C.

[1l.4 — Extragdo plasmidial

Dois entre os cinco transformantes foram inoculados em tubos de 50 mL,
cada um contendo 5 mL de meio LB Low Salt contendo Zeocina na
concentracéo de 50 pg/mL. Os frascos foram incubados a 37°C sob agitacéo
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constante de 250 rpm, pelo periodo de aproximadamente 20 horas. Apds esse

tempo, o conteudo dos tubos foi centrifugado, e as células submetidas ao

procedimento de extracdo plasmidial conforme o protocolo da QIAGEN

(catalogo numero 27104), utilizando o kit QIAprep Spin Miniprep, e seguindo o

processo mostrado na figura 7.

~
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g R
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especificos remove
essas proteinas

Figura 7 — Procedimento de extracao plasmidial utilizando o kit QIAprep Spin Miniprep, da

QIAGEN

O material genético obtido pela extracdo plasmidial foi quantificado

através de leitura de absorbancia a 260 nm e estocado a -20°C.
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[11.5 — Confirmacéo da clonagem em E. coli

A fim de confirmar a presenca do plasmideo no material extraido,
realizou-se uma digestdo com as enzimas Xhol e Xbal da empresa New
England Biolabs Inc., uma vez que o material encomendado teria sitios de
restricdo para tais enzimas, nas porcdes inicial e final do inserto, e somente
nessas regides. Portanto, a digestdo separaria os plasmideos em dois
fragmentos — o inserto e o vetor.

A digestéo foi realizada através da adi¢éo de 1pl da enzima Xhol e 1 pL
da enzima Xbal a um tubo contendo uma aliquota de 7 pL da amostra
resultante da extracdo plasmidial, juntamente com 1 pL do tampé&o CutSmart
1:10 (acetato de potassio 50 mM, tris-acetato 20 mM, acetato de magnésio 10
mM, soro de albumina bovina 100 ug/mL, pH 7,9 a 25°C) da empresa New
England Biolabs Inc. A reacéo foi incubada a 37°C pelo periodo de 4 horas.

Apo6s esse procedimento, foi realizada uma eletroforese em gel de
agarose 1%, comparando amostras do plasmideo fechado e da digestdo
realizada a amostra de massas do padrdo Generuler 1kb DNA Ladder da
empresa Fermentas™, tendo por finalidade verificar se os fragmentos obtidos
corresponderiam de fato aos tamanhos de vetor e de inserto esperados. O gel
obtido foi corado por submersdo em solucdo de brometo de etidio 1 ug/mL pelo

periodo de 15 minutos, e analisado sob luz ultravioleta.

[11.6 — Preparo de células competentes e transformacdo em P. pastoris

[11.6.1 — Linearizacédo plasmidial

Anteriormente a realizacdo da transformacdo em Pichia pastoris, o
plasmideo extraido teve de ser clivado em um sitio de restricdo, a fim de torna-
lo linear e permitir a sua incorporagao por recombinacdo homologa ao genoma
da levedura. Para isso, foi utilizada a enzima Awvrll, para a qual a construgéo
possui sitio de restricdo dentro da sequéncia do promotor GAP.

A digestao foi realizada de maneira semelhante a anterior, adicionando-
se uma quantidade pré-determinada da enzima Avrll da empresa New England
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Biolabs Inc a tubos contendo todo o material genético resultante da extracao e
o tampao CutSmart também da empresa New England Biolabs Inc. Os tubos
foram mantidos a 37°C sob agitacdo constante, pelo periodo de 16 horas.

Em seguida, a linearizacao foi confirmada através de eletroforese em gel
de agarose 1%, realizada de maneira idéntica a do item 1l1.4.

A suspensdo contendo o material genético linearizado foi entéo
submetido a concentracdo por procedimento de precipitacdo. Para tanto,
primeiramente, foi adicionada a mesma 10% (v/v) de solucdo de acetato de
sédio 3 M, de pH 5,2, agitando, em seguida, a mistura. Entdo, foram
adicionados 2 mL de etanol absoluto. A mistura foi resfriada a 20°C,
permanecendo incubada a essa temperatura overnight. Em seguida, a
suspensao foi centrifugada a 4°C por 10 minutos e 13500 rpm, tendo seu
sobrenadante descartado. O material precipitado foi entdo lavado com solucdo
de etanol 70%, através de ressuspensao em 1 mL da solugdo, centrifugacédo e
descarte do sobrenadante, em um total de duas vezes. O etanol residual foi
entdo removido por centrifugacdo a vacuo, e o material genético linearizado foi

ressuspendido em agua padrao Mili-Q.

[11.6.2 — Preparacgao de P. pastoris competente

Foi realizado primeiramente um pré-inéculo da cepa de Pichia pastoris
em 5 mL de meio YPD (extrato de levedura 1%, peptona 1%, glicose 2%), que
foi mantido a 30°C e 250 rpm por aproximadamente 24 horas. Em seguida, a
partir desse pré-inéculo, foi realizado um in6culo em 500 mL de meio YPD, que
foi mantido sob as mesmas condi¢gbes de incubacdo do pré-indculo até atingir
uma densidade oOptica a 600 nm entre 1,3 e 1,5. O frasco contendo 0 meio com
células foi entdo resfriado por submersdo em gelo, sendo, em seguida,
centrifugado a 4°C e 1500 g por 5 minutos, e seu sobrenadante descartado. As
células decantadas foram entdo submetidas a duas lavagens com agua padrdo
MiliQ resfriada, através de centrifugacdo, ressuspensdo e descarte do
sobrenadante, e mais duas lavagens com sorbitol 1 M, atingindo um volume
final de aproximadamente 1,5 mL armazenado em gelo para utilizacdo no

mesmo dia.
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[11.6.3 — Transformacdo em P. pastoris

A uma aliquota de 1,5 mL de Pichia pastoris competente foi adicionado o
material genético previamente linearizado. A suspensao foi transferida para
uma cubeta de eletroporacdo resfriada, a qual foi submetida a um pulso
(voltagem de 2 kV, capacitancia de 25 uF e resisténcia de 200 Q). Foi
adicionado entdo a cubeta um mL de solu¢cdo 1 M de sorbitol, e todo o material
no interior da mesma foi transferido para um tubo de 15 mL, dentro do qual
permaneceu incubado a 30°C, sem agitacao, por uma hora.

A suspenséo foi entdo diluida em 10 vezes, e aliquotas de 20 e 80 L,
tanto da suspenséo original quanto da diluida, foram plaqueadas em meio YPD
sélido contendo o antibiético Zeocina na concentracdo de 100 ug/mL. As placas
foram mantidas incubadas a 30°C por quatro dias.

Foram escolhidas ao acaso 18 coldnias para crescimento em meio YPD
contendo Zeocina 100 yg/mL em tubos de 50 mL, que foram mantidos a 30°C
sob agitacao constante de 250 rpm por um periodo que variou de 1 a 5 dias,
tendo por finalidade confirmar o sucesso da transformacdo nessas colbnias
através da sua resisténcia ao antibiotico. Foram realizados também dois grupos
controle, através do in6culo da levedura X33 néo transformada a tubos
contendo meio YPD com Zeocina na mesma concentracdo, e submissao
desses grupos as mesmas condicdes de crescimento.

Foram realizados estoques com glicerol 25% das leveduras que

cresceram em meio contendo antibiético, que foram mantidos a -80°C.

[11.7 — Selec&o dos transformantes

O critério utilizado para realizar a selecdo dos melhores transformantes
foi a capacidade de crescer em meio contendo maiores concentracdes do
antibiotico Zeocina, o que indicaria um maior numero de cépias do plasmideo
incorporadas ao genoma e assim uma possivel maior expressao do gene de
interesse.

Para tanto, foi primeiramente realizado um pré-indculo de cada um dos

clones e da cepa néo transformada em tubos de 50 mL contendo meio YPD e
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Zeocina na concentragdo de 100 ug/mL, que foram incubados a 30°C sob
agitacdo constante de 250 rpm por aproximadamente 20 horas. Ap0s esse
periodo, foram retiradas amostras de cada um dos tubos, e sua densidade
Optica foi medida por espectrofotometria a 600 nm, de forma a padronizar as
concentracfes celulares de cada um dos crescimentos celulares, por diluicdo
em meio YPD em placa de 96 pogos. Em seguida, foram transferidas goticulas
de igual volume das amostras padronizadas para quatro placas, numeradas de
1 a 4, cada uma contendo meio YPD com agar e o0 antibidtico Zeocina nas
concentragdes de 100 ug/mL na placa 1, 200 ug/mL na placa 2, 500 ug/mL na
placa 3 e 1000 pg/mL na placa 4. As placas foram fechadas e incubadas a
30°C, e analisadas apos os periodos de 24 e 48 horas de crescimento.

I11.8 — Curva de massa seca

Foram realizadas curvas de massa seca da cepa Pichia pastoris. Para
tal, foram retiradas amostras do crescimento celular da cepa em meio BMGY
(extrato de levedura 1%, peptona 2%, glicerol 1%, YNB 1,34 g/L, tampéao
fosfato de potassio pH = 6,0 0,1 M e biotina 1,25 g/L), que foram diluidas em
diferentes proporcdes de agua destilada, em triplicata. As amostras diluidas
tiveram entdo as suas densidades dpticas a 600 nm medidas. Paralelamente,
foram retiradas duas aliquotas de 20 mL do meio de cultivo, que foram
transferidas a tubos de 50 mL, de massa conhecida por medigdo em balanca
analitica. A densidade Optica do meio contendo células foi medida no momento
da retirada das amostras. Os tubos contendo células foram entdo expostos a
secagem em estufa até evaporacdo completa da agua, medindo-se, em
seguida, a massa do conjunto (tubo com células). Desta forma, subtraindo-se a
massa do tubo do conjunto tubo/massa celular, foi possivel conhecer a
concentracéo, em g/L, das amostras retiradas. Comparando tais concentragdes
as densidades opticas das mesmas amostras diluidas, foi possivel construir as

curvas de massa seca.
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I11.9 — Curva de crescimento em meio BMGY

Foi realizado um preé-in6culo dos dois clones selecionados em tubos de
50 mL contendo meio YPD com Zeocina 100 pg/mL, juntamente com um preé-
in6culo da cepa X33 sem plasmideos em tubo de 50 mL contendo meio YPD
livre de antibioticos. Os trés tubos foram incubados a 30°C sob agitacao
constante de 250 rpm, pelo periodo de aproximadamente 16 horas, ao final das
quais suas densidades Opticas foram medidas por espectrofotometria a 600
nm.

Uma aliquota de cada um dos tubos foi entdo adicionada a frascos
agitados contendo 250 mL de meio para expressao BMGY, de forma que a
densidade o6ptica inicial de cada um dos frascos inoculados fosse igual a 0,1.
Os frascos foram entdo incubados a 30°C sob agitacdo constante de 250 rpm.
ApoOs intervalos de tempo regulares de 2 horas, uma aliquota de
aproximadamente 1 mL foi retirada de cada um dos frascos, de modo a medir a
sua densidade Optica por espectrofotometria a 600 nm, de forma a avaliar o
crescimento celular de cada amostra.

O procedimento foi repetido até que as trés cepas atingissem a fase
estacionaria de crescimento, ou seja, apresentassem densidade Optica
aproximadamente constante ao longo do tempo. Foram entdo tracadas curvas
de concentracéo celular (comparando as densidades 6pticas obtidas a curva de
massa seca) por tempo de crescimento para as trés cepas.

Posteriormente, foi construida uma nova curva de crescimento com
somente um dos clones selecionados, em duplicata, para dosagem em
intervalos de tempo regulares ndo sé da densidade éptica, como também da
concentracdo de glicerol remanescente no meio de cultivo. As amostragens

foram realizadas até que todo o glicerol do meio fosse consumido.

[11.10 — Dosagem do glicerol no meio de cultivo

A dosagem de glicerol foi realizada através da utilizacdo do kit de
dosagem de triglicerideos Bioclin. O procedimento de dosagem do glicerol
consiste na adicdo de 1 mL do Reagente n° 1 enziméatico fornecido (tampéo, 4-

clorofenol < 5 mmol/L, lipase lipoproteica < 5000U/L, glicerol kinase < 3000
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U/L, peroxidase < 5000 UJ/L, glicerol-3-fosfato oxidase < 5000 U/L, 4-
aminoantipirina < 1 mmol/L, ATP < 5 mmol/L, ativador, estabilizante,
surfactante e conservante) a 10 yL do sobrenadante obtido pela centrifugagéo
da amostra recolhida, com posterior incubacéao a 37°C por 10 minutos, e leitura
da absorbéncia das amostras a 500 nm. As absorbéncias das amostras foram
comparadas a uma curva-padrdo previamente realizada com concentracdes

conhecidas de glicerol.

[11.11 — Expressédo em frascos agitados

Foram realizados pré-in6culos e in6culos dos clones selecionados e da
cepa X33 em condi¢Oes idénticas as da etapa de constru¢do das curvas de
crescimento. Os frascos foram entéo incubados a 30°C sob agitacdo constante
de 250 rpm, de forma a repetir as condi¢cdes de cultivo do experimento anterior.
Com base nas curvas construidas, foram recolhidas aliquotas de
aproximadamente 30 mL de cada frasco em tempos de crescimento que
corresponderiam as etapas inicial, intermediaria e final da fase exponencial de
crescimento de cada uma das cepas. Essas aliquotas, que deveriam conter
meio nutritivo, células e proteinas no meio, destacando-se a asparaginase,
foram centrifugadas e seu sobrenadante foi filtrado, de modo a livrar as
amostras de células.

As amostras livres de células foram entdo submetidas a lavagens em
tubos de ultracentrifugagcdo com solucdo de manitol 0,55 g/L, de modo a
realizar a substituicio do meio nutritivo pela solugdo, que, segundo
EINSFELDT (2014), permite uma maior conservagdo e estabilidade da
atividade da enzima L-asparaginase estudada. Os tubos foram também

utilizados para a concentracdo das amostras em 10 vezes.

[11.12 — Dosagem de proteinas totais

Foi realizado um procedimento de dosagem de proteinas totais dos
extratos concentrados segundo BRADFORD (1976). Para tanto, foram

adicionados, em triplicata, 190 pyL do reagente de Bradford (corante Comassie
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G-250, metanol, acido fosforico e agua) a 10 pyL das amostras a serem
analisadas, em diluicdo apropriada. A reacdo de complexacao, que confere, na
presenca de proteinas, uma coloracdo azulada ao reagente, que possui cor
marrom avermelhada na auséncia de proteinas, ocorreu por aproximadamente
5 minutos, apds os quais foi medida a absorbancia dos meios reacionais a 595
nm.

Os valores de absorbancia obtidos foram entdo comparados a uma
curva-padrdo construida pela submissdo de solucbes de concentracdo
conhecida, variando de 0 a 400 mg/L de soro de albumina bovina (BSA) ao
mesmo procedimento de complexacdo, de forma a se obter as concentragbes

de proteinas totais em cada amostra.

[11.13 — Eletroforese em gel de poliacrilamida

A fim de se confirmar a expressdo da enzima L-asparaginase, 0s
sobrenadantes provenientes das expressfes realizadas foram submetidos a
uma eletroforese em gel de poliacrilamida. Foram adicionados a amostras de
15 pL dos extratos concentrados, 5 yL de tampao Tris-HCI 60 mM pH 6,8, 10%
de glicerol, 5% B-mercaptoetanol, 2% de SDS e 0,5% de azul de bromofenol.
As misturas foram entdo incubadas em banho de agua fervente por 5 minutos,
e aplicadas em gel de poliacrilamida 10%, juntamente com o padrdo de massas
moleculares BenchMark da marca Invitrogen™ que foi submetido a uma
eletroforese a voltagem de 120V e amperagem igual a 40mA em tampao de
corrida (3 g/L de Tris Base, 14,5 g/L de glicina, 0,1 g/L de SDS e pH 8,3)
(LAEMMLI, 1970). O gel foi entdo corado usando Coomassie Blue R-250 por

aproximadamente um dia, e descorado em agua.

[11.14 — Dosagem de atividade enziméatica

111.14.1 — Extracelular

A dosagem de atividade enzimatica foi realizada segundo o método de
TABACCO et al. (1979) de dosagem de amobnio. Uma vez que a enzima

22



asparaginase catalisa a hidrélise da asparagina em aspartato e amonio
(conforme mostrado na figura 8), em propor¢des equimolares, a medida de
atividade é baseada no aumento da concentracdo de aménio no meio. Dessa
forma, uma unidade internacional (Ul) de asparaginase é definida como a
guantidade da enzima necesséaria para liberar 1umol de amonio por minuto a
37°C em pHigual a 7,3.

9  Ho O
HoN e
e e
0 NH?; L-asparaginase o) NH+ Amonio
3
L-asparagina L-aspartato

Figura 8 — Reacdo de hidrélise da asparagina sob a a¢éo da enzima L-asparaginase,

convertendo-a a aspartato e liberando aménio.

O método utilizado conta com a reacdo de complexacdo de duas
solu¢cdes — sendo uma, chamada de “Reagente 1”, composta de salicilato de
sédio 60 mM, nitroprussiato de sédio 3,4 mM e EDTA dissddico 1,35 mM, e a
outra, a qual recebeu a denominagéo de “Reagente 2”, composta de hidréxido
de sodio 150 mM e hipoclorito de sodio 4,8 mM — com o amdnio, formando um
composto de coloracdo azul esverdeada, que pode ser quantificada a partir de
leitura a 600 nm.

Primeiramente, foram adicionadas, em triplicata, aliquotas de 50 uL de
cada uma das amostras de conteudo enzimético a um frasco de 1,5 mL
contendo 50 uL de solugéo de L-asparagina 5 g/L em tampéao fosfato de sddio
0,02 M e pH = 7,3. Também foram feitos em outros frascos controles de
amostra, contendo 50 pL de amostra de enzima e 50 uL de tampéao fosfato,
controles de L-asparagina, contendo 50 yL da solucao de asparagina e 50 pL
de tampao fosfato, também em triplicata, e controles de tampao, contendo 100
ML de tampéao fosfato. Os tubos de reacédo, bem como os de controle, foram
incubados a 37°C por trinta minutos a fim de permitir que ocorresse a reacao
de hidrolise. Ao final desse tempo, realizou-se a interrupcdo da reacgdo
adicionando-se 40 yL de cada um dos frascos a tubos de 15 mL contendo,

cada um, 10 uL de &cido tricloroacético (TCA) 1,5 M. A cada um desses tubos,
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foram adicionados 2 mL do “Reagente 1”, agitando o tubo em seguida, e mais 2
mL do “Reagente 2”, seguido de nova agitagdo do tubo. Os tubos foram entao
incubados a 37°C por cinco minutos, de forma a completar a reacdo de
complexacdo. Cada uma das amostras dos tubos foi entdo submetida a leitura
a 600 nm, e as absorbancias foram comparadas a uma curva-padrdo de
amonio previamente realizada, utilizando solu¢des padréo de sulfato de amoénio
a concentragdes conhecidas, permitindo, entdo, a quantificagdo do amaonio
liberado em cada um dos meios reacionais.

A atividade da enzima L-asparaginase foi calculada por meio da seguinte
férmula:

.. AbSgo0nm

Atividade (UI/mL) = e rteVeC
Onde:

e “Absgoonm” € 0 valor de absorvancia encontrado;

e “fc” é o fator de conversdo dado pelo coeficiente angular da curva-
padrao de amonio;

e “t” corresponde ao tempo de reacéo, igual a 30 minutos;

e “V” é o volume, em mililitros, de amostra analisada, igual a 0,02 mL;

e “C” corresponde a quantas vezes a amostra foi concentrada no

procedimento de lavagem, assumindo um valor igual a 10 vezes.

[1i.14.2 — Utilizando as células integras

A fim de poder estudar a possibilidade de retencdo da L-asparaginase
no periplasma da levedura, foi realizado o teste de atividade enziméatica
utiizando, em vez do sobrenadante concentrado, amostras das ceélulas
integras, oriundas da parcela decantada no processo de centrifugacao.

Primeiramente, essas amostras foram ressuspendidas com solucao de
manitol 0,55 g/L e centrifugadas, em um total de trés vezes, de forma a eliminar
tracos de amonio presentes no meio de cultivo. Em seguida, foram diluidas em
tampéao fosfato de sédio 0,02 M e pH 7,3, de forma que suas absorbancias a
600 nm finais fossem iguais a 0,6. Em seguida, adicionou-se a 4 mL dessas

suspensdes 1 mL de solucdo de L-asparagina 0,05 M, mantendo as
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suspensdes sob agitacdo a 37°C, por 30 minutos. Foram recolhidas aliquotas
ao inicio e ao fim desse periodo, as quais foi adicionada solucdo 1,5 M de TCA
na propor¢cdo de 1:10, a fim de se interromper a reacdo de hidrolise. Em
seguida, essas aliquotas foram centrifugadas, e 0s sobrenadantes resultantes
dessa etapa foram submetidos a reacdo de complexacdo e leitura em
espectrofotometro conforme o item anterior (FERRARA, 2004). A atividade

enzimatica foi medida conforme a formula exposta no item 111.14.1.

[11.15 — Expressédo em frascos agitados com alimentacéo

Realizou-se o cultivo em duplicata da cepa selecionada nas mesmas
condi¢fes iniciais dos procedimentos anteriores. Apos aproximadamente 24
horas de crescimento, foi retirada uma aliquota para dosagem da densidade
Optica, bem como da concentracdo de glicerol remanescente no meio,
conforme descrito anteriormente. Também foi retirada uma amostra de 20 mL
a fim de realizar o procedimento de concentracao e lavagem do meio de cultivo
com manitol, e dosagem da atividade enzimatica. Com base no resultado da
dosagem de glicerol, foi adicionado a cada um dos frascos agitados um volume
de solucao de glicerol 10%, de forma que a concentracdo no meio de cultivo
voltasse ao valor inicial de 1%. Foi realizada nova amostragem e alimentacéo
de maneira equivalente apés 48 horas de cultivo (24 horas apds a primeira
alimentacdo), bem como retirada de amostra para dosagem de atividade
enzimatica. Apés 72 horas de cultivo, foi retirada uma dltima amostra para

dosagem de atividade enzimatica.
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Capitulo IV — Resultados e Discussao

IV.1 - Transformacdo em E. coli

A clonagem do plasmideo pGAPZaZmA em Escherichia coli IM109 foi
bem sucedida, sendo possivel o crescimento de uma quantidade consideravel
de colonias em meio LB sélido contendo Zeocina, conforme ilustrado pela
figura 9(a). Desta placa, foram escolhidas ao acaso cinco coldnias, que foram
repicadas em meio LB liquido contendo Zeocina 50 pg/mL, e incubadas a 37°C
e 250 rpm, a fim de se permitir o estoque das cinco cepas a -80°C. A presenca
do plasmideo pode ser confirmada por extracdo plasmidial de dois desses
estoques, seguida de digestdo com as enzimas Xhol e Xbal, e eletroforese em
gel de agarose, comparando-se o padrao eletroforético do plasmideo fechado e
dos produtos da digestdo com o padrdao de massas, evidenciando, conforme
mostra a figura 9(b), a presenca de um fragmento de, aproximadamente, 1150

pares de bases, que corresponde ao gene inserido.

a4 / &
gL

(i) (i) (i) (i) (i)
(b)

Figura 9 — (a) Plagueamento das cepas de E. coli provenientes da eletroporagdo com o

plasmideo pGAPZaZmA em meio sélido com antibiético, na qual foi possivel observar o
crescimento de muitas colbnias. (b) Padrao eletroforético em gel de agarose 1%. As colunas
indicadas com (i) correspondem ao plasmideo fechado e as com (ii) correspondem aos
produtos das digestes com as enzimas de.restricdo Xhol e Xbal, enquanto que a coluna (iii)
corresponde ao padrdo de massas moleculares. A seta indica a regido do padrao

correspondente a 1000 pares de bases, bastante proxima a altura do inserto.

Da mesma forma, a linearizacdo do plasmideo utilizando a enzima de

restricdo Avrll foi confirmada por comparacdo do produto da digestdo do
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plasmideo em gel de agarose com o padrdo de massas moleculares, revelando
um fragmento de aproximadamente 4300 pares de bases, conforme mostra a

figura 10.

(i) (i)

Figura 10 — Padrao eletroforético em gel de agarose 1%. A coluna (i) corresponde ao produto
da digestdo do plasmideo pGAPZaZmA com a enzima de restricdo Avrll, enquanto a coluna (ii)
corresponde ao padrdo de massas moleculares. A seta indica a regido do padrdo de massas

moleculares correspondente a 4000 pares de bases.

IV.2 — Transformagé&o em P. pastoris

A clonagem do plasmideo linearizado em Pichia pastoris X33 também foi
bem-sucedida, obtendo-se uma grande quantidade de colénias em meio YPD
sélido contendo Zeocina, como mostrado na figura 11. Foram escolhidas 18
dessas colbnias para crescimento em meio YPD liquido contendo antibi6tico,
observando-se crescimento de 17 delas depois de até cinco dias de
crescimento. Os meios contendo células foram estocados em ultrafreezer a
-80°C.
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Figura 11 — Plagueamento em meio sélido contendo antibiético das cepas de P. pastoris

provenientes da eletropora¢do com o gene ZmA.
IV.3 — Selecao dos transformantes

A figura 12 evidencia o crescimento dos 17 transformantes nos meios

YPD solidos contendo diferentes concentracdes de Zeocina, ap0s 24 e 48
horas de incubacao a 30°C.

112 |3(4!5 |[6|7|8 9|10 |11/12 1 [2 |3 |4 (S (6] 7| 8:[9 10:|11 12"
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Figura 12 — Crescimento das 17 cepas de P. pastoris em meio YPD sélido contendo (i)
100ug/mL; (ii) 200ug/mL; (iii) 500ug/mL e (iv) 1000ug/mL de Zeocina, apds (a) 24 e (b) 48
horas de incubacdo. Os pocos de A-1 a A-12 correspondem aos clones identificados de 1 a 12;

0s pocos de B-1 a B-5 correspondem aos clones identificados como 13, 14, 15, 17 e 18.

Como se pode notar, apdés 48 horas de incubacdo, todos os

transformantes cresceram a 100 e a 200 yg/mL. No entanto, somente os clones
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identificados como 6, 10, 12, 15, 17 e 18 cresceram a 500 ug/mL de Zeocina e,
na concentracdo de 1000 ug/mL, apenas os clones identificados como 6 e 12,
que serdo, a partir de agora, referidos como Clone 6 e Clone 12, obtiveram
crescimento apos 48 horas. Portanto, uma vez que a resisténcia a Zeocina é
proporcional ao numero de coOpias do plasmideo incorporadas ao genoma, foi
possivel inferir que os Clones 6 e 12 foram aqueles com maior nimero de
cOpias do gene inserido, 0 que permite a suposicdo de que sdo, dentre 0s

analisados, os maiores produtores da enzima desejada.

IV.4 — Ensaios com os transformantes selecionados

IV.4.1 — Curvas de crescimento

A figura 13 mostra o perfil de crescimento dos clones selecionados, bem
como o da cepa X33 ndo transformada, em frascos agitados a 250 rpm a
temperatura de 30°C, tendo uma concentracao inicial de células igual a

0,05g/L.
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Figura 13 — Perfil de concentragéo celular das cepas de P. pastoris identificadas como Clone 6
e Clone 12, contendo o gene ZmA, e da cepa X33 sem o plasmideo, sob agitagcao constante e

a 30°C, ao longo de 26 horas de crescimento em batelada simples.
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Foi possivel notar, através de calculo de linearizacdo das concentracdes
celulares ao longo do crescimento, que a levedura n&o transformada atingiu a
fase exponencial de crescimento apds aproximadamente 2 horas, chegando a
fase estacionaria apés 24 horas. O Clone 6, por sua vez, atingiu a fase
exponencial de crescimento apos 4 horas, tendo seu crescimento freado em 12
g/L, apos 26 horas. O Clone 12 teve sua fase exponencial iniciada apds 4horas
de crescimento, atingindo, com 16 g/L, a fase estacionaria apos 13 horas.

Pode-se justificar a elevada concentracdo de células ao final do
crescimento dos clones em comparacdo com a cepa que ndo continha o gene,
0 que poderia caracterizar uma situacdo andmala, pelo fato de os crescimentos
das cepas modificadas terem sido realizados em frascos com pequenas
reentrancias no fundo com funcéo de aletas, permitindo uma maior aeracado do
meio, promovendo uma maior disponibilidade de oxigénio para as células
presentes no meio, fazendo com que elas atingissem uma maior concentracao
celular. O crescimento da cepa que néo continha o gene foi realizado em um
frasco comum.

Por outro lado, observa-se também que o Clone 6 apresentou um
crescimento mais lento que o Clone 12, precisando de um tempo maior para
chegar a fase estacionaria. Esse comportamento pode ser considerado uma
confirmacdo do que havia sido observado no crescimento dos clones na
selecdo por numero de copias: € perceptivel, conforme mostrado na figura 12,
que, apés 24 horas de crescimento, o Clone 12 ja havia formado uma col6nia
de tamanho consideravel na placa contendo 1000 ug/mL, enquanto o Clone 6
parecia ainda estar se adaptando ao meio. ApGs 48 horas, as colbnias
correspondentes aos dois transformantes haviam atingido um tamanho
semelhante. Essa diferenca das taxas de crescimento possivelmente se deve a
diferenca no nimero de copias do gene inseridas no genoma de cada um dos
clones, e ao local em que essas copias foram inseridas.

Na literatura, € possivel se encontrar exemplos de crescimento celular
diferenciado devido a diferenca do numero de cépias de um gene inserido ao
genoma celular em Pichia pastoris. ZHENG et al. (2014), por exemplo,
perceberam uma relacdo de diminuicdo da taxa de crescimento da cepa P.
pastoris em meio YPD conforme o aumento do numero de copias do gene de

expressdo da enzima mananase inseridas ao genoma utilizando o promotor
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pGAP, bem como a formacéo de colbnias de tamanho distinto em meio solido
também devido a diferengca no numero de copias do gene. De maneira
semelhante, ZHU et al. (2011), ao realizar a expressao da pro-insulina suina
(PIP) em P. pastoris utilizando um promotor indutivo, constataram que, apés a
inducdo com metanol, as cepas que apresentavam um maior numero de copias
do gene exdgeno obtiveram taxas de crescimento celular inferior as que as
continham menos copias do mesmo gene.

Esta suposicdo como explicacdo para a diferenca do crescimento entre o
Clone 6 e o Clone 12, entretanto, s6é poderd ser comprovada apos

experimentos futuros de sequenciamento do DNA de cada um dos clones.

IV.4.2 — Anélise da expressao da enzima L-asparaginase

A figura 14 evidencia o padrao eletroforético em gel SDS-PAGE dos
extratos enziméticos concentrados, de pontos retirados dos cultivos para
expressao da cepa nao transformada (X33), do Clone 6 e do Clone 12, lado a

lado com o padrdo de massas utilizado.

40 kDa —
30 kDa — — ——

(a) (b) (c) (d)

Figura 14 — Padréo eletroforético dos extratos enzimaticos concentrados, obtidos do inicio,
meio e fim da fase exponencial de crescimento, dos cultivos (b) da cepa X33 néo transformada,;
(c) do Clone 6e (d) do Clone 12. A coluna identificada como (a) corresponde ao padréo de

massas moleculares BenchMark da marca Invitrogen™.

E possivel perceber a presenca de uma banda mais forte na faixa entre
30 e 40 kDa nas duas dultimas colunas do gel, o que indica que houve
expressdo, ao menos do Clone 12, de alguma proteina de massa molecular
nessa faixa, que poderia ser a L-asparaginase, visto que a mesma posSui

massa molecular de aproximadamente 37 kDa.
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No entanto, a eletroforese nao é suficiente para confirmar a presenca da
enzima. Para este fim, é possivel a realizagdo posterior de mais ensaios, como
uma espectrometria de massas, que fornece um valor mais exato das massas
das proteinas da amostra, ou, ainda, a purificacdo da L-asparaginase
supostamente presente utilizando coluna de niquel, visto que a cauda poli-
histidina adicionada a sequéncia da enzima permite a possibilidade da
realizacdo de uma cromatografia por afinidade utilizando o niquel como ligante.
Uma nova eletroforese com a suposta enzima purificada confirmaria ou nao a
sua presenca.

Foram também medidas, através do método da dosagem do aménio, as
atividades enziméticas de L-asparaginase dos Clones 6 e 12 em batelada
simples, bem como da cepa X33 nado-transformada, apés intervalos de tempo
conhecidos de crescimento celular, correspondentes ao inicio, meio e fim da
fase exponencial de crescimento de cada uma das cepas. Também foram
retiradas amostras apés as mesmas terem alcancado a fase estacionaria a fim
de realizar os ensaios de atividade

As tabelas 1 e 2 mostram os valores de concentracdo -celular,
concentracdo de proteinas totais dos meios e atividades da enzima L-
asparaginase em Ul por litro, bem como os rendimentos, em relacdo a massa
de células (Yuix) € massa total de proteinas no meio (Yuugproteina), das
amostras de extratos enzimaticos dos crescimentos celulares do Clone 6 e do

Clone 12, respectivamente.

Tabela 1 — Andlise da atividade da L-asparaginase do meio de cultivo da levedura P. pastoris

contendo o gene ZmA identificada como “Clone 6”

: 4 horas — 13 horas — 22 horas — 48 horas —
Tempo de crescimento . . . da f ¢ ¢ ¢
celular inicio da fase ase ase ase
exponencial  exponencial exponencial estacionaria
Atividade (UI/L) 0 0,85+ 0,50 2,82+ 0,25 2,73+ 0,25

Concentracéo de

células (g/L) 0,12 1,00 6,30 17,87

Yuux 0 0,85 0,45 0,15

Concentracédo de

. . 1,10 x 107 9,38 x 107 9,01 x 107 1,14 x 102
proteinas totais (g/L)

Y Uiimg(proteina) 0 0,090 0,312 0,241
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Tabela 2 — Andlise da atividade da L-asparaginase do meio de cultivo da levedura P. pastoris

contendo o gene ZmA identificada como “Clone 12”

Tempo de 4 hqras - 7 horas — 10 horas— 16 horas— 26 horas —
! inicio da
crescimento fase fase fase fase fase
celular . exponencial exponencial estacionaria estacionaria
exponencial
Atividade (Ul/L) 0,73+0,28 0,37£0,18 1,65+0,36 0 0
Concentracao 0,25 1,11 2,88 12,10 14,49
de células (g/L)
Yuux 2,94 0,33 0,57 0 0

Concentracgéo
de proteinas  1,42x10% 1,15x10% 1,04x10? 3,02x10% 2,45x10?
totais (g/L)

Y Uiimg(proteina) 0,051 0,032 0,158 0 0

N&o houve expressdo detectavel da enzima L-asparaginase pela cepa
X33 que nao continha o plasmideo em nenhuma das amostragens realizadas.

Notou-se, portanto, que as cepas estavam, de fato, produzindo a enzima
desejada, uma vez que é notavel a variacdo da atividade entre a cepa
selvagem e as geneticamente modificadas. No entanto, os valores de atividade
obtidos foram muito baixos, quando comparados aos encontrados por ABUD
(2005), que, em seus estudos da enzima L-asparaginase nativa de Zymomonas
mobilis, conseguiu obter um rendimento de atividade proximo a 46 Ul/g de
células em frascos agitados, e aos valores encontrados por EINSFELDT
(2014), que obteve rendimentos de até 1503 Ul/g de células na expressao
heter6loga da enzima de Z. mobilis em E. coli recombinante em frascos
agitados contendo meio rico e utilizando indugao por lactose 10 g/L.

O Clone 6 apresentou os maiores valores de atividade, chegando a um
rendimento de 0,45 em relacdo a massa de células apds 22 horas de cultivo.
Pode-se notar que, embora a atividade especifica tenha sido mantida, sofrendo
pouca alteracdo até 48 horas de cultivo, houve uma queda no rendimento em
relacdo a concentracdo celular e a de proteinas no meio, 0 que sugere que o
esgotamento da fonte de carbono no meio de cultivo reduz a producédo da

enzima, embora ainda haja algum crescimento celular.
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O Clone 12, por sua vez, além de ter apresentado menores valores de
atividade especifica e rendimentos, apresentou expressdo indetectavel da
enzima nas amostragens a partir de 16 horas de cultivo, o que indica que
houve degradacdo da L-asparaginase no meio de cultivo ou a perda e
degradacédo da enzima em algum dos processos de lavagem e concentracao
da amostra.

Comparando-se os resultados da eletroforese em gel (figura 14) aos
valores de atividade encontrados (tabelas 1 e 2), nota-se que a concentracao
da enzima L-asparaginase no extrato obtido do crescimento do Clone 12 foi
aparentemente superior a encontrada no extrato do Clone 6 — caso seja
confirmado que a banda observada no gel corresponde de fato A enzima L-
asparaginase, ao passo que o rendimento da atividade enzimatica por grama
de proteina encontrada para o Clone 6 foi superior, 0 que pode parecer, a
principio, contraditério. Contudo, uma analise mais detalhada dos dados
obtidos revela que a concentracdo de proteinas totais presentes no meio de
cultivo do Clone 6 & muito inferior a encontrada no meio do Clone 12. Dessa
forma, é possivel inferir que a quantidade de L-asparaginase e das demais
proteinas sintetizadas e exportadas para o meio extracelular pelo Clone 6 é
menor, mas a atividade da enzima € superior. Uma possivel explicacdo para a
baixa atividade da L-asparaginase produzida pelo Clone 12 seria um mau
enovelamento da molécula, levando a uma estrutura tridimensional diferente da
forma ativa da proteina, o que pode estar relacionado a taxa de crescimento
diferenciado da cepa (conforme observado na figura 13). A aparente
degradacdo da enzima apds a chegada a fase estacionaria pode também ser
reflexo de um mau enovelamento.

Desta forma, tendo analisado os resultados obtidos, somente o Clone 6,
que foi o que apresentou melhor desempenho, foi utilizado nos ensaios
subsequentes de batelada alimentada, visando um aumento da expressao da

enzima.

IV.4.3 — Anélise do consumo de glicerol ao longo do tempo

A figura 15 mostra a curva de crescimento do Clone 6 ao longo do

tempo, bem como a concentragdo de glicerol no meio. Nota-se a
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reprodutibilidade do crescimento celular da cepa, levando um tempo
consideravel para atingir altas concentracdes celulares. Pode-se notar também
que o glicerol do meio de cultivo esgotou apds um periodo entre 26 e 28 horas,
tempo no qual, conforme observado anteriormente na construcdo da curva de
crescimento (item !V.4.1), a taxa de crescimento celular cai drasticamente.
Desta forma, nota-se que o0 esgotamento dessa fonte de carbono ocorre
concomitante a supressdo da duplicacdo celular, o que indica uma
dependéncia do crescimento celular ao fornecimento de glicerol no meio de
cultivo.
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Figura 15 — Perfil de concentragdo celular da cepa de P. pastoris contendo o gene ZmA
identificada como Clone 6 e da concentracdo de glicerol no meio, ao longo de 26 horas de

crescimento em batelada simples, sob agitagdo constante e a 30°C.

IV.4.4 — Cultivo em batelada com alimentacéo de glicerol

A figura 16 evidencia as concentracfdes, em gramas por litro, de células
e de glicerol no meio, ao longo do cultivo em frascos agitados feito em batelada
com alimentacgé&o. A alimentagc&do com glicerol foi realizada em um total de duas

vezes, apos o esgotamento do mesmo no meio de cultivo.
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Figura 16 — Perfil de concentragdo celular da cepa de P. pastoris contendo o gene ZmA
identificada como Clone 6 e da concentracdo de glicerol no meio, ao longo de 72 horas de
crescimento em batelada, com alimentagdo com glicerol apés 24 e 48 horas de cultivo, sob

agitacdo constante e a 30°C.

Como se pode notar, ndo houve um grande aumento da biomassa nos
frascos apos as duas alimentacg@es, que variou somente de 17,4 a 24,3 g/L em
48 horas. Pode-se atribuir essa desaceleracdo do crescimento a duas
hipoteses distintas: uma aponta o esgotamento de outros nutrientes presentes
no meio de cultivo, além da fonte de carbono, essenciais ao crescimento
celular, como motivo do decaimento da taxa de crescimento; o outro supde
que, ao atingir maiores concentra¢cdes celulares, a demanda de oxigénio para a
manutencdo das taxas de crescimento ndo é suprida no cultivo. Entretanto,
pelo fato de ser uma andlise de expressdo em frascos agitados, ndo ha
controle de percentual de oxigénio dissolvido no meio, tampouco aeragdo do
cultivo pela injecdo de ar. Dessa forma, uma estratégia viavel para aumentar o
suprimento de oxigénio do meio € a utilizacdo de volumes menores de meio, de
maneira a tentar aumentar o contato das células com o oxigénio disponivel.

No experimento em batelada alimentada, no entanto, ndo houve
expressdo detectavel da enzima L-asparaginase, 0 que indica que a
alimentacdo com glicerol do meio BMGY, normalmente utilizado para cultivo
somente em batelada simples, ndo ofereceu melhora na expresséao constitutiva
da enzima nas condicfes estudadas.
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IV.4.5 — Medida da atividade utilizando as células integras

A andlise da atividade enzimética no periplasma utilizando as células
integras da cepa X33 nao transformada e do Clone 6 néo detectou expressao
de L-asparaginase. Desconsiderou-se, portanto, a possibilidade da retencéo da
enzima no periplasma celular.

A expresséo consideravelmente baixa da enzima pelos clones que foram
previamente selecionados pode estar relacionada justamente ao elevado
ndamero de cépias do gene ZmA. A literatura indica que existe uma faixa limite
de numero de copias incorporadas ao genoma dentro da qual ha o aumento da
expressdo da enzima desejada, sendo esse limite varidvel de acordo com o
produto expressado. Fora dessa faixa, o aumento do numero de coépias pode
levar a um decréscimo da expressao (HONENBLUM et al., 2004; PAREKH,
1995). As explicagbes mais aceitas para esse efeito de dosagem limitada do
gene apontam a existéncia de outros fatores de todo o mecanismo de
expressado que acabam por se tornar limitantes a um determinado nivel de
ndamero de cépias do gene (HONENBLUM et al., 2004). No entanto, faz-se
necessario o estudo dos niveis de expressdo por parte dos outros
transformantes obtidos, que apresentaram uma menor resisténcia ao antibiético

Zeocina, a fim de se avaliar a veracidade dessa hipétese.
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Capitulo V — Conclusdes

Neste trabalho, foi possivel realizar a clonagem do gene da enzima L-
asparaginase da bactéria Zymomonas mobilis na levedura Pichia pastoris. Por
meio de crescimento em meio liquido contendo antibiético, foram obtidos 17
transformantes contendo o gene desejado incorporados ao genoma.

A selecdo dos clones por numero de coépias através da resisténcia ao
antibiético Zeocina em meio sélido apontou dois transformantes, designados
como “Clone 6” e “Clone 12” com resisténcia a 1000 ug/mL do antibiotico.

Foi possivel observar a expressdo da enzima L-asparaginase em
batelada simples em frascos agitados nos dois clones selecionados, com
rendimentos que atingiram 0,45 e 0,57 Ul/g de célula e 0,312 e 0,158 Ul/mg de
proteina para os Clones 6 e 12, respectivamente, valores muito baixos quando
comparados aos valores obtidos pela enzima produzida pela propria Z. mobilis
e pela obtida pela clonagem em E. coli.

Foi possivel constatar que a expressdo no Clone 6 foi interrompida
quando a cepa chegou a fase estacionaria do crescimento celular, o que
resultou em uma auséncia de variacdo na atividade, em Ul/mL, nessa fase,
embora tenha ocorrido ainda uma pequena variagdo na concentracdo de
biomassa.

No Clone 12, ndo foi detectada atividade da L-asparaginase apds a
chegada a fase estacionaria, 0 que sugere que a enzima presente no meio
sofreu algum tipo de degradacé&o ou foi perdida nas etapas de concentracao.

Nao foi detectada atividade da enzima em batelada com alimentacéo
com glicerol, indicando que o tipo de alimentacdo utilizado n&do colabora
positivamente a expressao.

Também néo foi detectada atividade enzimética nos ensaios utilizando

as células integras, indicando que nao ha retencéo no periplasma celular.
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Capitulo VI — Perspectivas Futuras

Ensaios posteriores visardo buscar entender os motivos que levaram a
atividade enzimaética ter regredido em batelada alimentada com glicerol, bem
como a proposigao de outras formas de alimentagdo do meio e outros meios de
cultivo proprios para batelada alimentada, a fim de tentar aumentar mais a
concentracdo celular no meio do cultivo e, consequentemente, a expressao
constitutiva da enzima L-asparaginase.

Pretende-se também dosar o numero de coOpias de cada transformante,
bem como realizar uma varredura mais abrangente dos transformantes obtidos,
e ndo somente aqueles gque apresentaram maior resisténcia ao antibiético
Zeocina. Serdo estudados os perfis de crescimento de outros transformantes,
bem como a expressao heteréloga da L-asparaginase em cada um deles.

Por fim, ao se alcancar maiores niveis de expressédo, as etapas futuras
serdo de caracterizacdo da nova L-asparaginase produzida, através do estudo
do seu perfil cinético, localizacdo dos possiveis sitios de glicosilacdo, dentre
outros, bem como o cultivo em maior escala, que podera ser realizado em

biorreator de bancada.
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