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RESUMO

A leucemia linfoblastica aguda (LLA) ¢ um cancer hematoldgico caracterizado pela
proliferagdao descontrolada de precursores linfoides e apresenta elevada incidéncia em criangas
e adolescentes. A L-asparaginase (L-ASNase) ¢ um biofarmaco essencial no tratamento da
LLA, atuando pela deplecdo sistémica de L-asparagina, levando a apoptose de células
leucémicas incapazes de sintetizar esse aminodcido. Entretanto, as L-ASNases atuais, derivadas
de bactérias, estdo associadas a reagdes adversas imunologicas, o que motiva a busca por fontes
alternativas da enzima. O fungo Penicillium cerradense, isolado do Cerrado brasileiro,
apresentou uma L-ASNase do tipo II, com baixa atividade da glutaminase e potencial
imunoldégico favoravel, configurando-se como uma promissora fonte fungica para o
desenvolvimento biofarmacéutico. Para possibilitar sua caracterizacdo bioquimica e futura
aplicagdo terapéutica, este trabalho avaliou a expressdo heterdloga da L-ASNase II de P.
cerradense em Escherichia coli BL21(DE3) utilizando o vetor pET21 e diferentes condigdes
de autoinducao. Inicialmente, foram cultivados dez clones recombinantes ¢ selecionado o clone
com maior atividade especifica e banda proteica mais expressiva (~38 kDa) em SDS-PAGE
12%, destacando-se o clone 6. Em seguida, sua expressdo foi analisada em diferentes meios
(mLB, mTB e M9) e sob indugdo com IPTG 0,1 mM, galactose 0,4 mM e lactose 0,4 mM
separadamente, com cada indutor e os respectivos meios. Os resultados demonstraram que a
expressao ocorreu predominantemente na fragcdo insoltivel. A maior atividade especifica foi
observada no cultivo em meio quimicamente definido M9, na auséncia de indutor. Assim, o
estudo indica que a L-ASNase de P. cerradense pode ser eficientemente expressa em E. coli
BL21(DE3) por sistemas de autoindugdo, embora em pequenas quantidades, que podem
posteriormente ser otimizadas, representando um passo fundamental para futuras etapas de

purificacdo, caracterizacdo e avaliagdo de seu potencial biofarmacoterapéutico.

Palavras-chave: L-asparaginase; Penicillium cerradense; expressdo heterologa; Escherichia

coli BL21(DE3); autoindug¢ao; biofarmacos; leucemia linfoblastica aguda.



ABSTRACT

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is a hematological malignancy characterized by the
uncontrolled proliferation of lymphoid precursors and has a high incidence in children and
adolescents. L-asparaginase (L-ASNase) is an essential biopharmaceutical in the treatment of
ALL, acting through the systemic depletion of L-asparagine, which leads to apoptosis of
leukemic cells unable to synthesize this amino acid. However, currently available L-ASNases,
derived from bacteria, are associated with immunological adverse reactions, motivating the
search for alternative enzyme sources. The fungus Penicillium cerradense, isolated from the
Brazilian Cerrado, produces a type II L-ASNase with low glutaminase activity and a favorable
immunological profile, representing a promising fungal source for biopharmaceutical
development. To enable its biochemical characterization and future therapeutic application, this
study evaluated the heterologous expression of P. cerradense L-ASNase Il in Escherichia coli
BL21(DE3) using the pET21 expression vector and different autoinduction conditions. Initially,
ten recombinant clones were cultured, and the clone exhibiting the highest enzymatic activity
and the most prominent protein band (~38 kDa) on 12% SDS-PAGE was selected, with clone
6 standing out. Subsequently, its expression was analyzed in different media (mLB, mTB, and
M9) and under induction with 0.1 mM IPTG, 0.4 mM galactose, and 0.4 mM lactose
individually, using each inducer in the corresponding media. The results demonstrated that
expression occurred predominantly in the insoluble fraction. The highest specific activity was
observed in cultures grown in the chemically defined M9 medium in the absence of an inducer.
Thus, this study indicates that P. cerradense L-ASNase can be efficiently expressed in E. coli
using autoinduction systems, albeit in small amounts, which may be further optimized,
representing a fundamental step toward future purification, characterization, and evaluation of

its biopharmaceutic potential.

Keywords: L-asparaginase; Penicillium cerradense; heterologous expression; Escherichia coli

BL21(DE3); autoinduction; biopharmaceuticals; acute lymphoblastic leukemia.



1. INTRODUCAO
1.1. LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

A leucemia linfoblastica aguda (LLA) ¢ uma doenca hematoldgica que afeta células
linfoides imaturas de linhagem B (BCP-LLA), que corresponde a 80% dos casos, sendo
aproximadamente 23% das LLAs em adultos classificadas como positivas para o cromossomo
Filadélfia (Ph) ou T, que corresponde a 20% dos casos de LLA. O diagndstico inclui anélises
clinicas e hematologicas, podendo incluirem analises citogenéticas e¢ moleculares, que
conferem o cromossomo Filadélfia (Ph) positivo, translocagao (12;21) (Rafei et al., 2019).

Esta neoplasia decorre da proliferagdo descontrolada de precursores na medula dssea
(MO) e ¢ caracterizada pelo aumento da prolifera¢ao de blastos leucémicos e pela metastase. A
LLA acomete independentemente da idade, com a maioria dos casos em criangas ¢ adolescentes
(< 19 anos). Além disso, pode apresentar infiltracdo de blastos na medula 6ssea e em 6rgaos
como figado, bago ¢ linfonodos, levando ao aumento da contagem de leucoécitos, a reducdo na
contagem de globulos vermelhos e plaquetas (pancitopenia) e pode ainda atingir o sistema
nervoso central, podendo ser um local de recidiva da doenca (Pagliaro et al., 2024).

Segundo o Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (Ministério da
Satde - Instituto Nacional de Cancer, 2022), a leucemia ocupa a décima posi¢ao entre os tipos
de cancer mais frequentes. Mundialmente, em 2020, foram estimados 475 mil casos de
leucemia, o que equivale a 2,5% de todos os tipos de cancer. Em relacdo a mortalidade, em
2020, ocorreram, no Brasil, 6.738 dbitos por leucemia (3,18 por 100 mil). O numero estimado
de novos casos de leucemia no Brasil, para cada ano do triénio de 2023 a 2025, ¢ de 11.540, o
que corresponde a um risco estimado de 5,33 por 100 mil habitantes.

A mortalidade global aumentou de 41.240 mortes em 1990 para 47.650 em 2019. Taxas
de mortalidade elevadas foram observadas na América Latina e Central (1,72 por 100.000). A
China e a India tiveram o maior nimero de mortes em 2019, com mais de 11.000 e 4.000,
respectivamente. Dentre os fatores de risco e condigdes que indicam predisposi¢ao estao o sexo
masculino, genética e diagnoéstico familiar, exposicao a radiagdo ionizante, quimioterapia ou
radioterapia, e exposi¢do a toxinas, incluindo micotoxinas e hidrocarbonetos como o benzeno
(Pagliaro et al., 2024).

Os diagnosticos disponiveis nos paises da América Latina incluem testes citogenéticos
ou de biologia molecular. Por exemplo, no Brasil para diagnosticar leucemia aguda incluem
exame citologico da medula 6ssea (MO), sangue periférico (SP) e imunofenotipagem (Colunga-

Pedraza et al., 2022).



Hé uma necessidade urgente de desenvolver novas opg¢des de diagndstico e tratamento
com custo acessivel, medicamentos genéricos, alternativas de menor custo e protocolos de
tratamento simplificados. Além disso, estratégias para melhorar a infraestrutura de satde,
treinar profissionais locais e apoiar ensaios clinicos sao essenciais para avangar nos resultados
do tratamento (Adomako et al., 2025).

O tratamento envolve uma combinacdo de agentes quimioterapicos para a indugdo da
remissao, como inibidores de tirosina quinase, glicocorticoides como a prednisona e
quimioterapicos como a vincristina, citarabina, mercaptopurina, metotrexato ¢ L-ASNase.
Esses tratamentos evoluiram por meio de estudos clinicos, com pesquisas em andamento
explorando a intensidade e a duragdo ideais da terapia para equilibrar eficacia e minimizar
toxicidade (Adomako et al., 2025). Além disso, a Organizacdo Mundial da Sauade (OMS)
incluiu a L-ASNase na Lista Modelo de Medicamentos Essenciais, recomendando seu uso no

tratamento da LLA (World Health Organization, 2025).

1.2. L-ASPARAGINASE

A enzima L-ASNase (amidohidrolase, EC 3.5.1.1) é responsavel pela catalise da reacdo de
hidroélise do aminodcido L-asparagina em acido aspartico e amonia. O mecanismo de acao sobre
a L-asparagina ocorre através de um ataque nucleofilico no carbono da amida, com a liberagao

de amodnia. Assim, a molécula de 4gua age sobre o carbono do éster formando o &cido aspartico,
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L-asparagine f-ncyl-Asparaginase Aspartic acid L-asparagmase

como mostrado na Figura 1 (Chand et al., 2020).
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Figura 1. Ilustracio do mecanismo de reacio da L-ASNase. Na primeira etapa ha um ataque nucleofilico na
amida da L-asparagina, liberando a amdnia. Assim, com a formagdo do intermediario B-acil-asparaginase ocorre
a hidrdlise do éster, produzindo o acido aspartico e L-asparaginase. Fonte: Lefin et al., (2023).

Como mencionado anteriormente, esta enzima ¢ amplamente reconhecida tanto pelo seu
papel LLA, como na leucemia mieloblastica aguda (LMA). Além do uso como biofarmaco

antineoplasico, o uso da enzima ¢ descrito na literatura como importante para a indudstria



10

alimenticia, pois ¢ capaz de reduzir a formacdo de acrilamida, um composto potencialmente

classificado como grupo 2A pela IARC (Labrou et al., 2010; Pietropaoli et al., 2022).

A L-ASNase pode ser encontrada em animais, plantas € microrganismos como
bactérias, fungos e leveduras, no entanto, nem todas as fontes sao equivalentes (Castro et al.,
2021). Existem hoje no mercado diferentes formulagdes de L-ASNase disponiveis para uso
clinico, destacam-se as de origem bacteriana, como as variantes nativa, PEGuilada e
recombinante derivadas de Escherichia coli, além da formulagdo nativa obtida de Dickeya
dadamtii (sindnimo: Erwinia chrysanthemi, Erwinia carotova ¢ Dickeya chrysanthemi). No
entanto, também existem relatos da utilizacdo de fungos e leveduras como sistemas de

expressao de L-ASNase (Cai et al., 2025; Cardoso et al., 2023; Freitas et al., 2022).

O mecanismo de a¢do do tratamento a base de ASNase estd na mutagdo do gene que codifica
a L-asparagina sintetase. As células neoplasicas ndo conseguem sintetizar L-asparagina devido
a auséncia da L-asparagina sintetase, sendo assim, dependem da asparagina exdgena para sua
manuten¢do e proliferagdo. Dessa forma, as células sofrem apoptose devido a alteragdes nas
vias de sinalizagdo causadas pela diminui¢do dos niveis de L-asparagina plasmatica, que ¢
hidrolisada pela L-ASNase. Assim, a L-ASNase ¢ um agente quimioterapico utilizado para o
tratamento da leucemia linfoblastica aguda (LLA) e do linfossarcoma (Lefin et al., 2023).

No entanto, apesar de seu potencial antileucémico, a utilizagdo de L-ASNase de fonte
bacteriana tem causado sintomas, como edema, erupcdes cutaneas, febre, disfungdo hepatica,
diabetes, leucopenia, pancreatite, convulsdes neurologicas e hemorragia. Com isso, a busca por
L-ASNase em novas fontes tornou-se imprescindivel. Dentre as opgdes, os fungos
demonstraram maior proximidade com os seres humanos em comparagdo com as bactérias,
portanto, as chances de reacdo imunoldgica contra a L-ASNase fungica serdo menores. Esta
enzima fungica flngica ganhou importancia por sua produ¢do de forma extracelular e facil

purificacdo (Batool et al., 2016).

1.2.1. L-ASNase de Penicillium cerradense

O fungo filamentoso Penicillium cerradense ¢ uma espécie isolada do solo do Cerrado
brasileiro e identificada pelo grupo de pesquisa do LaProNat, O extrato proteico deste fungo
apresentou baixa atividade de glutaminase, o que o torna um potencial produtor de L-ASNase

com potencial farmacoterapéutico (Andrade et al., 2021; Freitas et al., 2021).



11

Entre os produtores de L-ASNase eucaridticos, os géneros fungicos Aspergillus,
Penicillium, Fusarium e Cladosporidium sdo significativos, e entre as leveduras, a espécie

Saccharomyces cerevisiae (Andrade et al., 2023).

O fungo do género Penicillium é produtor da enzima L- ASNase e tem se mostrado como
uma alternativa a isoenzima de origem bacteriana. Conforme indicaram Andrade et al. (2024),
na relagdao evolutiva, a L-asparaginase de P. cerradense apresenta maior semelhanca com
espécies de Aspergillus. A resposta imunogénica ¢ semelhante (epitopos de células T e B) em
comparagdo as enzimas de E. coli e D. chrysanthemi, sugerindo uma L-ASNase com potencial
de melhoria para a producdo da enzima. A seguranga imunolégica da ASNase de P. cerradense
necessdria para uso clinico ¢ semelhante a das ja comercializadas, se apresenta como uma
proteina ndo toxica, diferente da E. coli, que contém uma regido altamente toxica responsavel
em parte por seus efeitos adversos.

Ademais, apos a identificagdo e o sequenciamento do gene da L-ASNase tipo II, foi possivel
caracterizar in silico esta enzima. Essas analises, realizadas por Andrade et al. (2024), indicaram
a presenca de um peptideo sinal, sendo os primeiros 17 residuos de aminoacido da por¢ao N-
terminal. Ademais, a proteina apresenta um pl predito de 5,12 e uma massa molecular estimada
de 156 kDa, sendo 39 kDa por mondmero. Ainda se tratando da caracterizagdo in silico, a L-
ASNase de P. cerradense apresentou uma densidade de epitopos de células-T similar as L-

ASNases bacterianas disponiveis comercialmente.

Desta forma, Andrade et al. (2024) puderam inferir que se trata de uma enzima segura
imunologicamente, pois ¢ comparada as L-ASNases disponiveis clinicamente, além de tratar-
se de uma enzima nao-toxica. Assim, observou-se que a L-ASNase fungica de P. cerradense
apresenta potencial biofarmacéutico, mas requer avaliagdes in vitro e/ou in vivo. Desta forma,

para a realizacdo destes ensaios, existe a necessidade de uma enzima pura e ativa.

Ao otimizar as condi¢des de cultivo do fungo, Andrade et al. (2021) alcancaram uma
atividade enzimatica de até 2,36 U/gpiomassa. Desta forma, reforca-se a necessidade de recorrer
as técnicas de engenharia genética, com o objetivo de obter maior quantidade da enzima para
realizar as devidas caracterizacdes bioquimicas, biofisicas e citotoxicas, com o intuito de

confirmar seu potencial biofarmacoterapéutico.
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1.3. EXPRESSAO HETEROLOGA

Embora diversos organismos tenham se mostrado capazes de atuar como biofabricas,
algumas caracteristicas da proteina de interesse, da sua aplicabilidade, bem como dos sistemas
de expressao, devem ser avaliadas para a escolha da melhor estratégia para obtenc¢ao da proteina

recombinante ativa.

A escolha do organismo hospedeiro ¢ realizada em func¢do de diversos fatores, como
caracteristicas da proteina a ser expressa, € do organismo hospedeiro: como modificagdes pos-
traducionais — ligacdo dissulfeto, glicosilacdo, fosforilacdo, entre outras -, rendimento, custo de
cultivo e manuten¢ao, seguranga da espécie hospedeira, produgdo de moléculas toxicas, entre

outros fatores (Rai & Padh, 2001; Sodoyer, 2004; Walsh, 2014).

A utiliza¢do da linhagem Escherichia coli BL21(DE3) como sistema de expressdo, em
combinagdo com vetores da familia pET, ¢é caracterizada pela producao de elevados niveis de
proteinas heterdlogas, devido a deficiéncia nas proteases Lon e OmpT. Além disso, essa
linhagem contém no cromossomo o gene que codifica a RNA polimerase do fago T7, sob
controle do promotor lacUVS5, o qual ¢ induzido por IPTG ou anélogos. Apos a indugdo, a RNA
polimerase T7 ¢ expressa e esta reconhece o promotor T7 presente no vetor de expressao,
promovendo a intensa transcri¢ao do gene clonado e, consequentemente, o acimulo intracelular
da proteina de interesse, com redugdo da degradacao proteica durante o processo de producgao

(Joseph et al., 2015).

Em sistemas de expressdo bacterianos de E. coli, os vetores de expressao mais utilizados
sdo os da familia pET, que promovem a expressdo de um gene recombinante sob o controle do
promotor da RNA polimerase T7 e do operador lac. O pET21a € um sistema eficiente, utilizado
para expressao de proteinas em E. coli. O citoplasma € a primeira op¢ao para expressao de
proteinas devido ao seu maior rendimento. Esses vetores diferem pelo marcador seletivo
(resisténcia a ampicilina vs. resisténcia a canamicina) (Sassi et al., 2017). A expressdo da RNA
polimerase do bacteriofago T7, presente no cromossomo, € controlada pelo promotor e operador
lac, de E. coli. Durante o crescimento do cultivo, na auséncia do indutor isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranosideo (IPTG), o /lac previne a sintese da T7 RNA polimerase e,
consequentemente, a proteina heteréloga nao ¢ expressa. No entanto, com a adi¢do do IPTG ha
a induc¢do da expressdao da T7 RNA polimerase, pois o IPTG se liga ao repressor Lacl,

impedindo-o de interagir com o operon lac. Assim, ocorre a interagdo com o promotor T7
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localizado no vetor de expressdo, resultando na expressao da proteina heteréloga (Studier et al.,
1990; Studier & Moffatt, 1986).

No caso da L-ASNase II no vetor pET21a, a auséncia da cauda permite avaliar a enzima em
sua forma natural, sem interferéncias causadas pela tag. A His-tag ¢ uma cauda de histidina
usada para facilitar a purificacdo de proteinas por cromatografia de afinidade a metal (IMAC).

Essas caudas podem alterar a conformagdo, estrutura, atividade, interagdes e solubilidade da

proteina (Chaucanés, 2014).

(57) Styl BlpI (80)
ExHis

(5201) Dralll
Aval - BsoBI - PaeR7I - PspXI - XhoI (158)
(5073) Psit Eagl - NotI (166)
HindIII (173)
salr (179)
Eco53kI (188)
SacI (190)
EcoRI (192}
BamHI (198)

T7 tag

Nhel (231)
BmtI (235)
NdeI (238)

RBS
Xbal (276)

(4538) Scal

(4428) Pyul
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SgrAl (383}
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EcoNI (5%9)
PAMI (546)
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(3045) BspQI - Sapl BpulOI (2271)

(2936) BstZ171
(2910) PAIFI - Tth111il

Figura 2. Mapa esquematico do vetor de expressdo pET21-a. No mapa ¢ representada a origem em fl, o

promotor T7, terminador T7 e gene de resisténcia a ampicilina. Fonte: LLC, Biotech.

Desta forma, o presente trabalho se apresenta como uma alternativa a obtencdo da L-
ASNase recombinante de P. cerradense em sistema heterologo de E. coli, para caracterizagao

desta enzima com potencial biofarmacoterapéutico.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
Avaliar a expressao heterologa de L-ASNase de Penicillium cerradense, em sistema de
expressao de Escherichia coli BL21(DE3), através de autoindugdo, sob diferentes meios e

indutores.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS
Para alcancar o objetivo geral, os seguintes objetivos especificos foram propostos:

- Cultivar 10 clones de Escherichia coli BL21(DE3) transformados com o vetor de
expressao pET21, além de 1 clone contendo o vetor vazio, selecionando 1 clone
promissor com base na sua atividade enzimatica;

- Avaliar a expressao da L-ASNase II sob diferentes condigdes de autoindugao — meio

de cultivo e indutores — por meio de atividade enzimatica e SDS-PAGE.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. MEIOS DE CULTIVO

Meio LB - Luria Bertani
5 g/L de extrato de levedura
10 g/L de peptona de caseina
10 g/L de NaCl
g.s.p. 120 mL com agua destilada
Meio mLB - Luria Bertani modificado (Xu et al., 2012);
5 g/L de extrato de levedura
10 g/L de peptona de soja
5 g/L de NaCl
g.s.p. 1 L com agua destilada
Meio mTB - Terrific Broth modificado (Xu et al., 2012)
24 g/L de extrato de levedura
12 g/L de peptona de soja
5 g/L de glicerol
12,5 g/L de KoHPO4
2,3 g/ de KH2PO4
g.s.p. 1 L com agua destilada
Meio M9 (Xu et al., 2012);
[Solugao 1]
5 g/L de glicerol
[Solugdo 2]
6 g/L de Na,HPO4
3 g/L de KoHPOq4
1 g/L de NH4Cl
0,5 g de NaCl
[Solugao 3]
0,5 g/L de MgSO47H
As solugdes devem ser preparadas separadamente, esterilizadas através de calor imido
(autoclave), e reunidas no momento antes do uso. Caso necessario, q.s.p. 1 L com agua

destilada.
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Meio definido (Horn et al., 1996);
[Solugao 1] Solugao de elementos trago (100 x):
6 g de citrato férrico (IIT) hidratado
300 mg de H.BOs
1500 mg de MnCl> 4H>0O
840 mg de EDTA 2H,0O
250 mg de NaxMoO42H,0
800 mg de Zn(CH3COO0),2H,0
250 mg de CuCl>2H,0O
250 mg de CoCl26H20
g- s. p- 1 L de 4gua destilada. A solugao foi filtrada em filtro 0,22 pm, e armazenada ao abrigo

da luz.

[Solugdo 2] Solucao de glicose:

10 g de glicose

g.s.p. 100 mL com agua destilada. A solugdo foi esterilizada em autoclave.
[Solugdo 3] Solugao de sulfato de magnésio:

0,6 g de MgSO47H,0

g.s.p- 90 mL com agua destilada. A solugdo foi esterilizada em autoclave.

[Solugao 4] Solugao de sais:
8,6 g de Na2HPO4
3,0 g de KH2PO4
3,0 g de (NH4)>HPO4
3,0 g de (NH4)H2PO4
1,0 g de NH4Cl
0,5 g de NaCl
0,5 g de acido citrico
Apo0s a solubilizagdo dos sais em 800 mL de agua destilada, a solugdo foi esterilizada em
autoclave.
Por fim, para o preparo de 1 L do meio quimicamente definido, apds a esterilizacdo das
solucdes, misturaram-se 10 mL da solu¢do de elementos traco, 100 mL da solucdo de glicose,

90 mL da solugao de sulfato de magnésio e 800 mL da solucao de sais.
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3.2. SOLUCOES E TAMPOES
Tampao de lise:

50 mM de Tris-base

1 mM de PMSF

5mM de EDTA

g.s.p. 1 L com 4gua destilada
Ajustar pH 8.6 com HC1 37%

Tampao Tris HCI 50 mM:

6,057 g de Tris-base
g.s.p- 1 L com 4gua destilada
Ajustar pH 8.6 com HCI 37%

Soluc¢io de L-Asparagina 100 mM — Ensaio AHA

0,66 g de L-asparagina
g.s.p- 50 mL com 4gua destilada

Solucao de Hidroxilamina 1 M — Ensaio AHA

[Solug¢do A] — Solucao de estoque de cloridrato de hidroxilamina 2 M
13,9 g de cloridrato de hidroxilamina

g.s.p. 200 mL com agua destilada

[Solugdo B] — Solugdo de estoque de NaOH 2 M
16 g de cloridrato de hidroxilamina

g.s.p. 200 mL com agua destilada

A solugdo de hidroxilamina 1 M foi obtida misturando as solucdes A e B, na propor¢ado 1:1

(v/v).
Soluc¢io de Cloreto Férrico (10%)/TCA (20%)/ HC1 (0,33 M) — Ensaio AHA

[Solugdo A] — Solugao de cloreto férrico
20 g de cloreto férrico

g.s.p. 100 mL com agua destilada
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[Solugdo B] — Solugao de HC1
5,45 mL de HCI 37%

40 mL de 4cido tricloroacético
g.s.p. 100 mL com agua destilada

A solugdo de parada ¢ obtida pela mistura dessas duas solugdes, A e B, em proporg¢ao 1:1.

Tampao de amostra de proteina (2x):

Tris-HC1 0,5 M (pH 6.8)

2 mL de SDS 20%

0,1 mL de B-mercaptoetanol
0,2 mL de glicerol

4 mg de azul de bromofenol

g.s.p- 10 mL com 4gua destilada

Tampao de corrida (5x) — SDS-PAGE:

15,1 g de Tris-base
72 g de glicina
5 gde SDS
g.s.p. 1 L de agua destilada
Ajustar pH 8.3 com HCI 37%
Para solucdo de trabalho, basta diluir 200 mL do Tampao de corrida (5x) e q.s.p. I L com

agua destilada.

Solucao corante — Coomassie Blue

Uma unidade de PhastGel Blue R-350 (GE Healthcare) foi dissolvida em 80 mL de agua
destilada, sob agitagdo, por aproximadamente 10 minutos. Em seguida, foram adicionados 120
mL de metanol, mantendo-se a mistura até a completa dissolucdo do tablete. O contetido
resultante foi filtrado em papel membrana e, posteriormente, foram adicionados 200 mL de uma

solugdo de acido acético glacial a 20%.

Solucio descorante — Coomassie Blue

450 mL de metanol

100 mL de acido acético glacial
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g.s.p. 1 L com 4gua destilada

3.3. CLONES

Os clones de E. coli BL21(DE3), transformados com o vetor pET 21a, contendo o gene de
L-ASNase II de Penicillium cerradense, foram cedidos pela Profa. Dra. Eliane Noronha do

Laboratorio de Enzimologia da UnB.
3.4. CULTIVO E SELECAO DO CLONE

Em tubos conicos do tipo Falcon, de 15 mL, contendo 5 mL de meio LB suplementado com
100 pg/mL de ampicilina, foram adicionados 50 pL da solucdo estoque de criopreservagao e

submetidos a cultivo em agitador do tipo shaker, a 200 rpm, a 37 °C, overnight.

Em seguida, foram preparados indculos em frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo 30
mL de meio LB, suplementados com 100 pg/mL de ampicilina. Foram adicionados volumes
dos respectivos pré-indculos, de modo que a cultura se iniciasse com O.D.s00 =0,1. A densidade
optica foi avaliada pelo espectrofotometro, equipamento analitico que mede a absorbancia (ou
densidade oOptica) de uma amostra ao ser atravessada por um feixe de luz de determinado
comprimento de onda. O modelo utilizado foi o Shimadzu UV-1800. As culturas foram
submetidas a cultivo em agitador do tipo shaker, a 200 rpm, a 37 °C. Apo6s 5 h, foram
adicionados 0,45 mM de IPTG, e a temperatura do shaker foi reduzida para 20 °C, onde

permaneceu por mais 19 h.

3.5. ROMPIMENTO CELULAR

Ap6s o periodo de fermentacdo, as amostras foram transferidas para tubos Falcon de 50 mL
e centrifugadas a 4 °C, 4.000 x g, durante 10 min. O meio de cultura foi descartado e, sobre as
células, foram adicionados 3 mL de tampao de lise, pH 8,6. Apos as células serem
ressuspendidas, a amostra foi colocada em ultrafreezer a -80 °C durante 1 h. Apds o
congelamento, as mesmas foram descongeladas em banho-maria a 37 °C durante 15 min. Este
ciclo de congelamento e descongelamento se repetiu por outras 2 vezes. Em seguida, foram
centrifugadas a 4°C, 12.000 x g, durante 10 min. Assim, foram separados o sobrenadante
(fragdo soluvel) e o pellet ressuspenso em 5 mL de tampao Tris-HCl 50 mM, pH 8,6 (fragao

insoluvel).
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3.6. ENSAIO DE ATIVIDADE ENZIMATICA DE L-ASNase

O ensaio para avaliar a atividade enzimatica foi realizado com a fragdo soluvel, a partir
do método L-aspartil-B-hidroxamato (AHA), que quantifica o adcido-L-aspartico-hidroxamato,

resultante da hidrélise da asparagina’(Drainas et al., 1977).

As aliquotas foram preparadas em tubos conicos de 5 mL para os 10 clones em triplicata,
considerando o branco de cada amostra. Aos tubos, foram adicionados 1,50 mL de solugao
tampao Tris-HCI (50 mM, pH 8,6), 0,20 mL de L-asparagina (100 mM), 0,20 mL de
hidroxilamina (1 M) e 0,100 mL de amostra de extrato proteico — foram avaliadas apenas as
fragdes soluveis. Os tubos foram incubados a 37 °C, durante 30 minutos. A reagdo foi
interrompida com a adi¢do de 0,50 mL de solugdo de parada (cloreto férrico (10%)/TCA
(20%)/HC1 (0,33 M)). O branco foi preparado conforme citado acima, porém, com a adi¢ao da
amostra apds o periodo de incubagdo. Os tubos foram centrifugados a 10.000 x g durante 5

minutos e, a absorbancia foi entdo mensurada em espectrofotometro a 500 nm.

A curva padrao foi previamente confeccionada pelo grupo de pesquisa, com acido-L-
aspartico e f-hidroxamato (0,10; 0,25; 0,50; 0,75; 1,00; 2,00 e 3,00 umol) em tampao Tris-HCI
(50 mM, pH 8,6), com 0,50 mL de solugdo de parada, em triplicata. A partir da equacdo da reta
obtida a partir da curva de calibragdo (Figura 2), foi determinada a molaridade do produto B-

hidroxamato aspartico gerado.

Curva padrao espectrofotometro Thermo

=]
[a]

Absorbancia (500 nm)
(=] (=]
= =)

[=]
(=]

=]
[

0 0, 1 1,5 2 2,5 3 3,5

5
Concentragdo de B-hidroxamato aspéartice (pmol)

Figura 3. Curva de calibracio para determinacio da concentragio de p-hidroxamato aspartico pelo método
de AHA. O eixo X corresponde as diferentes concentragdes de B-hidroxamato aspartico, enquanto no eixo Y,
corresponde a absorbancia mensurada a 500 nm, sob estas respectivas concentragdes — 0,10; 0,25; 0,50; 0,75; 1,00;

2,00 e 3,00 uM. Fonte: LaProNat.
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Ap6s a determinacdo da concentragdo de B-hidroxamato aspartico gerado pelas reagoes,

a atividade enzimatica de L-ASNase foi determinada conforme a equacao abaixo (Equacao 1):

(umol B—hidroxamato aspartico)

Equagao (1) U/mL de ASNase =

(volume de amostra)*(tempo de reagdo)

3.7. QUANTIFICACAO DE PROTEINAS TOTAIS

A concentracdo de proteinas totais foi determinada pelo método BCA (acido bicinconinico)
Smith et al. (1985), utilizando-se o Kit de BCA Pierce™ - Protein Assay Kit (Thermo Fisher
Scientific, USA), conforme as instru¢des do fabricante. Neste ensaio, ocorre a redugdo Cu®* a
Cu' em meio alcalino, catalisada pelos grupos peptidicos das proteinas. Em seguida, o ion Cu”
reduzido, forma um complexo estavel de coloragdo violeta em contato com o dacido
bicinconinico. A amostra que agora apresenta coloracdo violeta/roxa, apresenta intensidade

proporcional a concentragdo proteica, medida por método espectrofotométrico a 562 nm, em

leitora de microplacas PerkinElmer Multimode Plate Reader EnSpire.

Assim, para preparo da amostra, os extratos proteicos foram previamente diluidos na
proporcao 1:10 (foram diluidos 50 pLL da amostra em 450 pL. de tampao de lise) para prosseguir
com a leitura. Em uma microplaca de 96 pocos, foram adicionados 25 pL. do extrato proteico
previamente diluido, em triplicata, seguidos por 200 pl. do reagente de deteccdo WR. A
microplaca foi incubada a 37 °C, durante 30 minutos e realizada a leitura a 562 nm, em leitora
de microplacas. Para o branco, foi adicionado tampao de lise, no volume correspondente a

amostra de proteina,

A curva padrio foi previamente construida pelo grupo de pesquisa, no qual foram utilizadas
concentragdes conhecidas de soro albumina bovina (BSA) —25; 125; 250; 500; 750; 1000; 1500
€ 2000 u/mL
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Figura 4. Curva de calibracio para determinacio da concentracio de proteinas totais pelo método do acido
bicinconinico. O eixo X corresponde as diferentes concentragdes de BSA, enquanto no eixo Y, correspondem a

respectiva absorbancia mensurada. Fonte: LaProNat.

A concentragdo proteica foi determinada com base na equacao da reta obtida através da

curva de calibracao e aplicando o fator de diluigao.
3.8. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

As amostras foram analisadas em eletroforese em gel de poliacrilamida, condigdes

desnaturantes (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970).

Para andlise, coletaram-se 20 pL das respectivas amostras proteicas, e foram
adicionados 5 pL de tampao de amostra para proteinas, em microtubos. As amostras foram
submetidas a aquecimento a 100 °C, durante 5 min, em banho seco. Apds a desnaturacao das
proteinas, as amostras foram aplicadas nos géis de poliacrilamida 12% (10 cm, x 10,5 cm x 1
mm de espessura), sendo realizada a corrida em diferenca de potencial de 40 mA, durante

aproximadamente 4 h, em sistema vertical com tampao de corrida 1x.

Ao final da eletroforese, os géis foram transferidos para uma placa de Petri de vidro (150
mm x 20 mm), submersos em solucao corante contendo Coomassie Blue G-350, overnight, em
mesa agitadora a 100 rpm. No dia seguinte, foram descorados com solugdo descorante,
realizando-se sucessivas trocas desta até a possivel visualizagdo das bandas de proteina. A

solugdo descorante foi submetida a filtracdo com carvao ativado para posterior reutilizagdo.
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3.9. AVALIACAO DA EXPRESSAO DA L-ASNASE SOB DIFERENTES
CONDICOES DE AUTOINDUCAO

Apos a selegao do clone promissor, o estudo prosseguiu com apenas ele.

O estudo foi conduzido para observar a expressdo da L-ASNase sob diferentes meios de
cultivo — mLB, mTB e M9 e, sob a¢do de diferentes indutores — sem indutor, galactose (0,4

mM), IPTG (0,1 mM) e lactose (0,4 mM), conforme descrito por Xu et al. (2012).

O pré-indculo foi cultivado em Erlenmeyer de 250 mL, contendo 30 mL de meio
quimicamente definido (Horn et al., 1996) suplementado com 100 pg/mL de ampicilina, 30 pL

da cultura criopreservada e, cultivado a 250 rpm, 37 °C, durante 8 h.

Decorrido este periodo, aos frascos Erlenmeyer contendo os meios complexos — mLB e
mTB — foram transferidos 0,250 mL do pré-inoculo, enquanto ao meio quimicamente definido
— M9 — foram transferidos 1 mL do pré-indculo para os frascos Erlenmeyer de 250 mL,
contendo 30 mL dos meios citados acima. Nos meios complexos foram adicionados uma menor
quantidade de pré-indculo, pois, segundo Xu et al. (2012), a autoinducdo de proteinas em meios
ricos complexos ocorre de forma diferente e muitas vezes sem adi¢ao do indutor, devendo assim
ser avaliada a quantidade de adicdo tanto do pré-indculo quanto dos indutores. Apds esse
processo, foram adicionados respectivos indutores em cada meio separadamente, sendo 0,1 mM
de IPTG no meio mLB, mTB e M9; 0,4 mM de galactose em mLB, mTB, M9; ¢ 0,4 mM de
lactose em mLB, mTB e M9, sendo que em cada um dos frascos de cada ensaio havia a amostra
“branca”, sem adi¢do de agente indutor. Em seguida, as culturas foram incubadas em shaker,

200 rpm, a 20 °C, durante 16 h.

Decorrido o periodo de expressdo, os efeitos dos diferentes meios de cultivo e indutores
foram avaliados através da mensura¢do da atividade enzimatica e visualizagdo do perfil proteico

em gel SDS-PAGE, realizadas conforme os itens acima.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. SELECAO DOS CLONES

Apos a realizagdo dos cultivos com os 11 clones de E. coli BL21(DE3) — 1 clone contendo
pET21 vazio e os demais, contendo o gene da L-ASNase de P. cerradense, em 30 mL de meio
LB e do rompimento celular, foram realizadas as determinagdes de atividade enzimaética,

atividade especifica e eletroforese em SDS-PAGE a 12%.

A determinacao da atividade enzimatica foi realizada utilizando a equacao da reta, para
determinagdo da concentragdo de B-hidroxamato aspartico, seguida pela aplicacdo na Equagao

1., onde foi determinada a atividade enzimatica.

Conforme pode ser observado na Figura 5, a atividade enzimatica de L-ASNase encontrada
para o clone 0 (controle) — sem a presenca do gene da L-ASNase de P. cerradense — foi de
0,0054+0,001 UI/mL de extrato proteico. Por outro lado, a atividade observada entre os clones
variou de 0,0012+0,0001 UI/mL (clone 10) com menor atividade, a 0,0391+0,0015 UI/mL

(clone 5) com maior atividade.

Embora o clone 0 ndo apresente o gene da L-ASNase II de P. cerradense, a presenga de
atividade enzimatica pode ser justificada pelo fato de que a propria E.coli BL21(DE3) apresenta

a atividade da enzima de forma enddgena.

ATIVIDADE ENZIMATICA - CLONES

Figura 5. Avaliacio da atividade enzimatica de clones de E. coli BL21(DE3). O grafico acima apresenta a
atividade enzimatica dos clones de E. coli BL21(DE3) transformados com o vetor de expressio pET21a
contendo o gene L-ASNase II de P. cerradense — Clones 1 a 10. O Clone 0 corresponde ao clone transformado
com pET21a sem nenhum gene clonado, sendo utilizado como controle negativo. O eixo X, corresponde aos
diferentes clones, enquanto no eixo Y, corresponde a respectiva atividade em Ul/mL. Fonte: do autor.
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Para determinagdo da concentragdo de proteinas totais, foi utilizada a equagdo da reta,
resultante da curva de calibragdo com diferentes concentragdes de soroalbumina bovina.
Ademais, na figura 6, no grafico contendo os resultados obtidos da quantificacdo de proteinas
totais, foi possivel observar que a concentragao de proteinas insoluveis variou de 0,5425 +0,01
mg/mL (clone 0) até 2,90+0,10 mg/mL (clone 3). Nas fracdes soluveis a variacdo foi de

0,30+0,01 mg/mL (clone 8) até 0,58+0,03 mg/mL (clone 1).

Como mostrado na Figura 6, observou-se uma concentragdo de proteinas totais
consideravelmente maior nas fragdes insoluveis, exceto no clone 0. Assim, observa-se que o
clone 0 apresentou concentragdo proteica da fracao insoluvel pelo menos 3 vezes menor do que
a observada no clone 8. Essas informacdes podem ser justificadas pelo fato de que o T7 é um
promotor forte e, aliado a condigdes de cultivo como temperatura 6tima de crescimento, meio
de cultivo rico e boa oxigenacao, estimula ainda mais a expressao de proteinas recombinantes,
e consequentemente, resulta na formagao de corpos de inclusdo, mecanismo bastante conhecido
na expressao heterdloga em sistema de E. coli. Conforme revisdo de Andrade et al. (2023), a

expressao heterdloga de L-ASNase, em E. coli, pode resultar na producdo de corpos de inclusao.
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Figura 6. Concentracgio de proteina total de diferentes clones de E. coli BL21(DE3). O cixo X, corresponde
aos diferentes clones, enquanto no eixo Y, corresponde a respectiva concentragdo de proteinas totais em mg/mL.

Fonte: do autor.

Esses resultados observados na quantificacdo de proteinas totais vao de encontro as
informagdes que podem ser extraidas a partir do SDS-PAGE. A presenga de L-ASNase

recombinante pode ser observada em ambas as fragdes, soltivel e insolivel, ao observar bandas
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na altura de aproximadamente 40 kDa (Figura 7). Na Figura 7 (B), destacadas em caixa
pontilhada vermelha, encontram-se as bandas correspondentes a cerca de 40 kDa, o que sugere
que se trata da L-ASNase recombinante. Além disso, a banda mais intensa corresponde ao clone
que apresentou a maior atividade enzimatica: o clone 5, confirmando os ensaios de atividade

enzimatica realizados anteriormente.
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Figura 7. Avaliacdo da expressiao de L-asparaginase por diferentes clones de E. coli BL21(DE3). A) Gel de
SDS-PAGE 12% corado com Coomassie Blue, contendo fracdo insoltivel do extrato proteico, resultante da
expressao de L-ASNase por diferentes clones de E. coli BL21(DE3) contendo o MM - marcador molecular, CO -
clone 0, C1 - clone 1 e assim sucessivamente. B) Gel de SDS-PAGE 12% corado com Coomassie Blue, contendo
fragdo soluvel do extrato proteico, resultante da expressdo de L-ASNase por diferentes clones de E. coli
BL21(DE3) contendo 0 MM - marcador molecular, CO - clone 0, C1 - clone 1 ¢ assim sucessivamente. Fonte: do

autor.
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Foi possivel concluir que a proteina recombinante ficou mais evidente nas fragdes
insoluveis, validando o observado na quantificagdo de proteinas, em que se observou maior
concentragdo de proteinas nas fragdes insoluveis dos clones 1-10, se comparadas com o clone

0, devido a formacao de corpos de inclusao.

Apobs mensurar a atividade enzimética e determinar a concentragao de proteinas totais, foi

possivel estimar a atividade especifica dos diferentes clones, conforme se observa na Figura 8.

ATIVIDADE ESPECIFICA - CLONES

. |
S

L | e

Clone 0 Clonel Clone2 Clone3 Clone4 Clone5 Clone6 Clone7 Clone 8 Clone9 CorL 10

Atividade especifica (UI/ME roteina)

-0,02

Figura 8. Atividade especifica de L-ASNase calculada para os diferentes clones de E. coli BL21(DE3). O eixo
X corresponde aos diferentes clones, enquanto no eixo Y, corresponde a respectiva atividade especifica em Ul/mg

de proteina. Fonte: do autor.

A atividade especifica foi obtida a partir da atividade enziméatica em U/mL dividida
pelas proteinas totais em mg/mL para avaliar em qual clone apresentaria maior atividade de L-
asparaginase. De todos os clones avaliados, os clones com menor atividade foram o clone 10
e o clone 0. O clone controle (clone 0) apresentou uma atividade especifica baixa por apresentar
uma baixa expressao da L-ASNase endogena. No caso do clone 10, a baixa atividade enzimatica
pode ser resultante do direcionamento da L-ASNase recombinante para a fracao insoluvel, a

qual pode ser visualizada na Figura 7 A).

Ha relatos na literatura de outros estudos expressando L-ASNase de fungos
filamentosos em E. coli BL21(DE3), no entanto, utilizando o vetor pET28a (Andrade et al.,
2023). Entre eles, estd o estudo desenvolvido por Saeed et al. (2018), que utilizou E. coli
BL21(DE3) pLysS, uma conhecida linhagem de expressdo de proteinas heterdlogas, utilizada

para evitar o extravasamento da expressdo. Neste estudo, os autores obtiveram 42,46 U/mg
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proteina quando expressaram a 22 °C, durante 18 h, apds indugdo com 0,1 mM de IPTG. Apds
analise do SDS-PAGE e microscopia eletronica de transmissdo, eles também observaram a

formagao de corpos de inclusao.

Além de sistemas procariotos, a expressao de L-ASNases fungicas também foi estudada
em sistema de expressdo eucarioto. Recentemente, outros trabalhos realizados pelo grupo
realizaram a expressdao de L-ASNases fungicas em um sistema de expressdo eucarioto, a
levedura Komagataella phaffii. Freitas et al. (2022), em seu estudo, observaram atividade
enzimatica de 3,05 Ul/gcsiula, enquanto Cardoso et al. (2023) obtiveram atividade de 2,3 UI/mL

e atividade especifica de 1,04 Ul/mg, para L-ASNase proveniente de Fusarium proliferatum.

Recentemente, um estudo conduzido por Cai et al. (2025) clonou o gene da L-ASNase
de Aspergillus niger em uma linhagem engenheirada de 7Trichoderma reesei, onde observaram

uma atividade de 1562 IU/mL, apos 9 dias de cultivo, em um biorreator de 30 L.

Ap6s analise dos resultados de atividade enzimatica, atividade especifica e SDS-PAGE a
12%, optou-se por dar continuidade ao estudo com o clone 6, pois este apresentou a maior

atividade especifica.

4.2. AVALIACAO DA EXPRESSAO HETEROLOGA DE L-ASNASE DE P.
cerradense SOB DIFERENTES CONDICOES DE AUTOINDUCAO

A avaliagdo dos sistemas de autoinducdo foi realizada com o Clone 6, por apresentar maior
atividade especifica para L-ASNase (Figura 8). Sendo assim, prosseguiu-se o cultivo em
diferentes meios — mLB, mTB e M9 — e sob regulacao de diferentes indutores — IPTG 0,1 mM
e lactose e galactose 0,4 mM — a expressao da L-ASNase fungica foi avaliada através da
determinagdo enzimadtica, atividade especifica e visualizacdo do perfil eletroforético em SDS-

PAGE 12%.

Ap0s o cultivo do clone e a obtengado das fragdes, foi mensurada a atividade enzimatica, que
se encontra graficamente representada na Figura 9. Nestas condi¢cdes avaliadas, foram
observadas atividades L-ASNase que variaram de 0 Ul/mL de extrato — meio M9 suplementado

com lactose e mLB suplementado com IPTG — até 0,03 UI/mL — meio mTB sem indutor.
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Figura 9. Atividade L-ASNase do clone 6 de E. coli BL21(DE3), cultivado em diferentes meios — M9, mLB e
mTB — sob regulacio de diferentes indutores — 0,1 mM IPTG, 0,4 mM de galactose, 0,4 mM de lactose. O
eixo X representa os diferentes meios e o eixo y, as respectivas atividades enzimaticas em Ul/mL de ]

extrato. Fonte: do autor.

O ensaio de atividade enzimadtica confirmou os ensaios anteriores € 0 comportamento
do IPTG. A atividade de L-Asparaginase em meios sem indutores - sem IPTG - foi maior do
que a de aqueles com inducdo de 0,1 mM de IPTG. Os cultivos sem IPTG apresentaram maior
atividade enzimatica do que os com adi¢do de 0,1 mM de IPTG, indicando que o IPTG pode
ter afetado a densidade celular. Ainda assim, hd uma expressdao endogena na E.coli BL21(DE3)

que apresenta a atividade da enzima nos meios sem indutores.

O IPTG ¢ um bom indutor, mesmo em concentragdo baixa, de 0,1 mM, apresenta atividade
em M9 e mTB. Em relacao ao meio mLB, a sua composicao com peptona de soja influenciou
na autoindugdo, bem maior que no meio LB padrdo com triptona. Isso sugere que a peptona de

soja foi responsavel pela autoindugao.

Como a galactose e a lactose sao indutores fracos, foi necessaria uma concentragao superior
a 0,1 mM. Observa-se que a galactose induziu a produgdo de L-ASNases em M9, mLB e mTB.
Portanto, propde-se que a galactose seja avaliada em diferentes concentragdes para poder
verificar o potencial indutor da atividade de L-asparaginase em E. coli BL21(DE3) com o

operon lac de forma geral.

Por outro lado, a presenga de atividade enzimatica quando cultivada em meio M9, sem
indutor, pode ser justificada pela regulacdo positiva por CAP-cAMP, um complexo

transcricional que ativa a transcricdo de varios genes de E. coli, especialmente de aqueles
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envolvidos no metabolismo de agtcares alternativos a glicose. Desta forma, pouca ou nenhuma
glicose no meio, como o caso do meio M9, induz uma maior expressao basal de genes regulados
pelo operon lac, conhecido por efeito glicose ou efeito de repressao por catabolito (Ishizuka et

al., 1993).

Apos determinacdo da concentragdo de proteinas totais, foi possivel determinar a atividade
especifica para cada uma das condi¢des avaliadas, e estas, encontram-se graficamente

representadas na Figura 10.

Atividade especifica L-ASNase

' # » y .t » y P ” y
4 4 e B . J o ¥ . ‘ d ;

Trosamorto

Atvdecs expe: fice [Ulmg sretmine)

Figura 10. Grafico apresentando a atividade especifica de L-ASNase expressa pelo clone 6 de E. coli
BL21(DE3), cultivado em sistema de autoinducio, a 20 °C, em diferentes meios de cultivo e sob efeito de
diferentes agentes indutores. O eixo x representa os diferentes meios utilizados e o eixo y representa a atividade

especifica em Ul/mg de proteina. Fonte: do autor.

Assim, com a atividade especifica, foi possivel observar que o clone 6 cultivado em
meio M9 - sem indutor - foi a condi¢ao que resultou em maior atividade especifica (1,53 Ul/mg
proteina), seguida pelo cultivo em mTB, também sem indutor (0,023 Ul/mg proteina). A
atividade especifica das condi¢gdes M9 suplementado com IPTG, lactose, mLB suplementado
com IPTG e mTB suplementado com lactose foi extremamente baixa, chegando muitas vezes
a 0 Ul/mg proteina, como o caso do meio M9 e mTB. Essa baixa concentracdo se justifica
devido a baixa densidade celular, pois trata-se de um meio definido, ¢ com IPTG, um

componente citotoxico, pode ter afetado a atividade especifica. H4 também a possibilidade de
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ocorrer sinergismo entre o meio e o indutor, levando ao extravasamento e também a formagao

de corpos de inclusdo.

E importante destacar que dentre as condigdes avaliadas, as duas melhores atividades
especificas foram alcangadas em meios com auséncia de adicdo de indutores. No entanto, o
meio complexo mTB, pode apresentar em sua composi¢ao galactose e lactose, que podem estar

presentes na peptona de soja e extrato de levedura (Nakamura & Akada, 2024; Studier, 2005).

Segundo Andrade et al. (2023), a expressdo heteréloga em E. coli pode resultar na
producdo de corpos de inclusdo. Alguns fatores, como superproducdo devido a presenga de um
promotor forte - como o IPTG -, incapacidade de realizar modificacdes pos-traducionais,

instabilidade do mRNA, podem levar a formagao de agregados insoluveis.

De maneira geral, o perfil proteico confirma os ensaios anteriores. A presenca da L-
ASNase de P. cerradense pode ser observada com maior intensidade nas fracdes sem indutor
(C0), M9 e mTB, indicando que o componente do meio de cultivo pode ter afetado a indugao.
Em IPTG possivelmente h4a um extravasamento da enzima recombinante (Figura 11). Ademais,
mesmo com a adi¢do de apenas 0,4 mM de galactose e lactose, foi possivel observar bandas

relativas a L-ASNase de P. cerradense.

Nesse estudo, as cepas utilizadas de E.coli BL21(DE3) contém uma copia do gene que
codifica a RNA polimerase T7, sob o controle do promotor /acUV35, além de delegdes nos genes
ompt e lon, que codificam proteases, evitando a degradacdo da proteina recombinante, pois isso
pode afetar a autoindugdo e expressar a enzima recombinante de forma enddgena, o que explica

os resultados anteriores.
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Figura 11, Avaliacdo da expressido de L-asparaginase por diferentes clones de E. coli BL21(DE3). A) Gel de
SDS-PAGE 12% corado com Coomassie Blue, contendo fragdes soltiveis e insoluveis do extrato proteico em
meio M9, resultantes da expressdo de L-ASNase clone 6 de E. coli BL21(DE3) contendo o MM - marcador
molecular, CO - clone 0, GT - galactose, IP - IPTG, LAC - lactose. B) Gel de SDS-PAGE 12% corado com
Coomassie Blue, contendo fragdes soliveis ¢ insoltiveis do extrato protéico em meio mLB, resultantes da
expressdo de L-ASNase clone 6 de E. coli BL21(DE3) contendo 0 MM - marcador molecular, CO - clone 0, CO -
clone 0, GT - galactose, IP - IPTG, LAC - lactose. C) Gel de SDS-PAGE 12% corado com Coomassie Blue,
contendo fragdes soliveis e insoliveis do extrato proteico em meio mTB, resultantes da expressdo de L-ASNase
clone 6 de E. coli BL21(DE3) contendo o MM - marcador molecular, CO - clone 0, CO - clone 0, GT - galactose,
IP - IPTG, LAC - lactose. Fonte: do autor.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Diante dos resultados expostos, foi possivel selecionar o clone 6 para ser utilizado nos
estudos de expressao da L-ASNase recombinante e avaliagdo da expressdo da L-ASNase de P.
cerradense em diferentes meios e indutores, sob autoindug@o. Na segunda etapa deste trabalho,
observou-se que a maior atividade especifica foi obtida ao cultivar o clone 6 em sistema de

autoindu¢ao, em meio M9, na auséncia de indutores.

Em 0,4 mM de galactose na peptona de soja hd uma indugao de proteina, mesmo que em
quantidades baixas. Ainda assim, ¢ interessante explorar otimizacgdes da autoindu¢ao mediada
por galactose em E. coli BL21(DE3), visto que a literatura traz resultados promissores com a
utilizagdo desses indutores, conforme estudos conduzidos por Xu et al. (2012), por exemplo.
Por serem indutores fracos, talvez a utilizagdo de concentragdes maiores gere resultados mais
significativos. A lactose pode ser hidrolisada em galactose e glicose pelas cepas de E. coli
BL21(DE3), onde a glicose ¢ utilizada como fonte de carbono e a galactose permanece no meio
de cultura como indutor (Xu et al., 2012). Portanto, a galactose pode ser um indutor importante

apos a lactose ser degradada nesses meios de autoindugdo que contém lactose.

A galactose, assim como a lactose, ¢ muito mais barata do que o IPTG para a producao
industrial de proteinas recombinantes, o que proporciona ainda mais beneficios de custo (Xu
et al., 2012). Além disso, a galactose ndo pode ser metabolizada pelas cepas de E. coli BL21.
A autoindugdo mediada por galactose pode ser vantajosa em relagdo ao IPTG por ser um indutor
mais fraco que o IPTG, pode ser adicionada a0 meio sem suprimir o crescimento celular de E.
coli BL21, permitindo que as culturas atinjam uma densidade significativamente maior,

semelhante as culturas ndo induzidas (Xu et al., 2012).

A galactose pode ser um indutor importante, considerando sua origem natural, baixo custo,
baixa toxicidade e uma velocidade de indugdo baixa. Como desvantagem, a lactose atua tanto
como indutor quanto como fonte de carbono durante a fermentagdo, o que torna o processo
mais dificil de controlar e requer uma quantidade maior comparada ao IPTG. Com isso, os
estudos futuros devem considerar qual indutor ¢ mais vantajoso para um processo de
escalonamento. Assim, estudos posteriores podem ser conduzidos a fim de otimizar as
condig¢des de cultivo, como a reducao da temperatura e a agitacao, niveis de carboidratos no
meio de cultivo, com o objetivo de reduzir o metabolismo celular e evitar o extravasamento da

proteina recombinante para a fracdo insolavel.
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