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Resumo

A L-asparaginase (ASNase) de bactérias é utilizada no tratamento da Leucemia
Linfoblastica Aguda. Os efeitos colaterais da ASNase s&o hipersensibilidade e
toxicidade, sendo esta ultima causada pela presenca de atividade contaminante de
L-glutaminase (GLNase) e urease. Previamente, foi encontrada uma cepa de
Pseudomonas putida produtora de ASNase, sem producédo de GLNase ou urease.
Este trabalho teve como objetivo a clonagem e a expressédo recombinante do gene
da ASNase tipo Il de P. putida. Este gene foi amplificado por PCR e clonado em
vetores de expressao bacteriana. Os resultados indicaram que a maior producao da
enzima (23 U/mL de cultura) ocorreu com o plasmideo pET15b, que fornece uma
cauda de Hisg N-terminal para a proteina expressa, com a E. coli BL21 Star™(DE3)
e quando a bactéria foi cultivada a 37 °C apos a indugcéo com 1,0 mM de IPTG.

Introducao

A L-asparaginase (ASNase) € utilizada no coquetel quimioterapico contra a
Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) (TAHIRA et al., 2016). Esta droga depleta a L-
asparagina (Asn) do sangue e as ceélulas tumorais morrem por apoptose, pois
dependem de Asn exdgena. As preparacdes terapéuticas comerciais de ASNase
sdo das bactérias Escherichia coli ou Erwinia chrysanthemi. No entanto, a ASNase
pode causar reacdes de hipersensibilidade e de toxicidade, devido a producgéo de
anticorpos anti-ASNase pelo paciente ou por causa da presenca de atividade de L-
glutaminase (GLNase) e de urease nas preparacfes da ASNase (TAHIRA et al.,
2016).

Em bactérias, ha duas classes de ASNases, a do tipo |, presente no citosol
com atividade de ASNase e GLNase e baixa afinidade pelo substrato, e a do tipo II,
altamente especifica para a Asn e localizada no periplasma.

Recentemente em nosso laboratério, foi isolada a cepa de Pseudomonas
putida FEI3 33 de grdaos de milho com sinais de podriddo, coletados na Fazenda
Experimental de Iguatemi (Maringa, PR). Esta cepa produziu atividade de ASNase,
mas ndo de GLNase ou urease em meios sélidos seletivos. Portanto, o objetivo
deste trabalho foi o de clonar e expressar o gene da ASNase tipo Il deste isolado de
P. putida.
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Materiais e métodos
Extracdo do DNA gendmico do isolado de P. putida FEI3 33

O DNA gendmico foi extraido por coleta das células de 1,5 mL de uma cultura em
meio LB (5 mL, 18 h, 37 °C, 100 rpm), lavagem por centrifugacdo (9.000g, 1 min) em
500 pL de tampéao TE e ressuspensdo em 200 pL de tampéo TE. Apos fervura em
banho-maria por 10 min e centrifugacéo (9.000g, 5 min), o sobrenadante (DNA) foi
estocado a -20 °C.

Amplificacao e clonagem do gene da ASNase tipo Il de P. putida FEI3 33

Genes de ASNase tipo Il de P. putida foram encontrados no GenBank e alinhados
com o programa CLUSTAL Omega. Iniciadores foram desenhados para a regiédo
codificante da proteina madura, sem a sequéncia que codifica o peptideo sinal, o
qual foi identificado com o programa SignalP 4.0. Para clonar o gene no plasmideo
pET15b, foram utilizados o iniciador direto 5'-TTCATATGAAAGAAGCCGAAACCCA
RCAG, com um sitio para a enzima Ndel (sublinhado), e o iniciador reverso 5-TTG
GATCCTCAGTATTCCCAGAAAATCCG, com um sitio para a enzima BamHI
(sublinhado) e o cddon de parada (sublinhado duplo). Para amplificar o gene a ser
clonado no plasmideo pET21a(+), foram utilizados o0 mesmo iniciador direto (acima)
e o iniciador reverso 5°-TTAAGCTTGTATTCCCAGAAAATCCG, com um sitio para a
enzima Hindlll (sublinhado) e sem o c6don de parada.

O gene da ASNase tipo Il da cepa de P. putida foi amplificado pela reagcéao da
polimerase em cadeia (PCR) com os dois conjuntos de iniciadores e com a Accu Taq
LA DNA polimerase High Fidelity (Sigma-Aldrich, EUA). Os fragmentos de DNA
amplificados foram clonados com o kit TOPO TA Cloning (Thermo Fisher Scientific,
EUA). Os plasmideos obtidos foram produzidos por transformacdo em E. coli TOP10
e posterior lise alcalina. Os genes clonados foram transferidos para os vetores de
expressdo pET15b e pET21a(+), por meio de digestdo e ligacdo. Os plasmideos
resultantes foram analisados por digestdo com enzimas de restrigéo.

Otimizacdo da expressao da ASNase tipo Il recombinante de P. putida FEI3 33

Sessenta nanogramas dos vetores vazios ou recombinantes foram transformados
em E. coli BL21 Star™ (DE3) ou Roseta™ (DE3). As células transformadas foram
cultivadas em 5 mL de meio LB contendo ampicilina (50 pg/mL) por 18 h a 37 °C,
com agitacdo de 100 rpm. Cem pL da cultura obtida foram utilizados para inocular 10
mL de meio LB-ampicilina. Apds uma incubacéo por 4 h (37 °C, 100 rpm), isopropil-
B-D-tiogalactosideo (IPTG) foi adicionado para induzir a expressédo da proteina. As
células foram, entdo, incubadas por 18 h a 20 ou 37 °C, a 100 rpm, coletadas por
centrifugacéo (2.000g, 10 min, 4°C) e ressuspensas em 2,0 ou 4,0 mL do tampao de
lise (Tris 50 mM, NaCl 50 mM, pH 7.5) contendo fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF)
1,0 mM. As células coletadas foram rompidas por sonicacéo (32 ciclos de 15s: 5 s
ligado e 10 s desligado; com amplitude de 40%). O sonicado foi centrifugado
(10.000g, 5 min, 4 °C). Para o ensaio enzimatico de ASNase, 100 pL do
sobrenadante foram incubados com 900 uL de Asn (40 mM) em tampé&o Tris 50 mM
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(pH 8,6) por 3 h a 37 °C. A reacédo foi parada com adicdo de 100 pL de acido
tricloroacético 1,5 M. Apoés centrifugacdo (10.000g, 5 min, 4 °C), 200 uL do
sobrenadante foram adicionados a 200 pL do Reativo de Nessler e 1,6 mL de agua e
incubados por 20 min a temperatura ambiente, antes da leitura de absorbancia a 425
nm. O sulfato de aménio foi usado como padrdao e uma unidade enzimatica foi
definida como a quantidade de enzima que libera 1 uM de amonia por min.

A concentracdo de proteinas do sobrenadante, homogeneizado e sedimento
do sonicado foi determinada pelo método de Bradford, com albumina como padréo.
Uma aliquota de 10 ug das proteinas de cada fracéo foi analisada por SDS-PAGE.

Resultados e Discusséo

Amplificacéo e clonagem do gene da ASNase tipo Il de P. putida FEI3 33

Os iniciadores desenhados foram eficientes em amplificar o gene (935 pb) da
ASNase tipo Il de P. putida (Figura 1A). Os plasmideos pET15b e pET2la(+)
fornecem para a proteina expressa uma cauda de Hisg N-terminal e C-terminal,
respectivamente (Figuras 1B e C). A andlise de restricdo mostrou que os plasmideos
foram construidos eficientemente (ndo mostrado).

B) BamHi C) Hindill

Ndel Ndel

pET15b-ASNase
6722 pb

pET21a(+)-ASNase
6454 pb

Figura 1 — A) Gel de agarose 1,5% mostrando o produto de DNA amplificado; B) Mapa do plasmideo
pET15b-ASNase. C) Mapa do plasmideo pET21a(+)-ASNase.

Otimizacdo da expressao da ASNase tipo Il recombinante de P. putida FEI3 33

Na expressdo da ASNase de P. putida com o plasmideo pET15b em E. coli BL21
Star™ (DE3) cultivada a 20 °C, apés inducdo com 1,0 mM de IPTG, foram
produzidas 9,8 U/mL de cultura (total de 98 U nos 10 mL de cultura) (Fig. 2A). Um
lucro maior de produgéao de 340.95 U de ASNase de P. fluorescens foi obtido por
SINDHU & MANONMANI (2018) em 10 mL de cultura de E. coli. No entanto,
KOTZIA & LABROU (2007) verificaram a producéo de apenas 25.5 U da ASNase de
E. chrysanthemi em 1 L de cultura de E. coli.

Nenhuma banda de proteina com maior intensidade, com a massa molecular
prevista para a ASNase de 38 kDa, foi verificada nas fracdes do sonicado das cepas
BL21 Star™ (DE3) e Roseta™ (DES3) de E. coli transformadas com os plasmideos
recombinantes (Figuras 2B e C, respectivamente). A atividade de ASNase nao foi
avaliada no sobrenadante do sonicado de células de E. coli Roseta™ (DE3).
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Figura 2. Otimizacdo da expressdo da ASNase tipo Il de P. putida FEI3 33. A) Atividade de ASNase
em E. coli BL21 Star™ (DE3) pelo plasmideo pET15b-ASNase, com cultivo a -20 °C, apés a inducao.
B) SDS-PAGE 10% com as proteinas das fracdes dos sonicados das células do experimento descrito

na Figura 2A. M — PageRuler™ unstained protein ladder (Thermo Fisher Scientific, EUA). S -
sobrenadante. H — homogeneizado. P — pellet. C) SDS-PAGE 7,5% com as proteinas das fracfes do
sonicado de células de E. coli Roseta™ (DE3) transformadas com os plasmideos pET15b ou
pET15b-ASNase, com cultivo a -20 °C, apds a inducéo. D) Atividade de ASNase em E. coli BL21
Star™ (DE3) pelos plasmideos pET15b e pET21a(+) vazios ou com o gene da ASNase, com cultivo a
37 °C, ap6s a inducao.

A andlise de expressdo da ASNase tipo Il de P. putida com o plasmideo
pPET15b-ASNase em E. coli BL21 Star™ (DE3), com cultivo a 37 °C por 18 h apés a
indug&do com 1,0 mM de IPTG, resultou em uma producgédo de 23 U/mL de cultura de
bactérias (total de 230 U nos 10 mL de cultura) (Figura 2D). A producdo da enzima
pelo plasmideo pET21a(+) nédo foi maior do que pelo plasmideo pET15b.

Conclusodes

O gene de ASNase tipo Il da cepa de P. putida FEI3 33 foi amplificado e clonado nos
plasmideos pET15b e pET21a(+). A expressdo da ASNase recombinante foi maior
com o plasmideo pET15b, que fornece uma cauda de Hiss N-terminal para a
proteina expressa, e com temperatura de cultivo de 37 °C ap6s a indu¢do com 1,0
mM de IPTG. A futura producdo da enzima em larga escala possibilitara a sua
purificacédo e caracterizagao.
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