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A L-asparaginase € uma proteina utilizada no tratamento de leucemia
linfoblastica aguda e outras neoplasias linfoides. Os objetivos desta tese foram clonar
e expressar a proteina L-asparaginase de Zymomonas mobilis em Escherichia coli
utilizando duas estratégias distintas, expresséo citoplasmatica e extracelular, bem
como otimizar a produgdo da proteina e estudar algumas variaveis do sistema. A
expressao da proteina foi realizada em frascos agitados com meio de cultura
complexo, obtendo-se 0,19UI/mL de L-asparaginase extracelular e 7,6Ul/mL de
L-asparaginase intracelular em 4 horas de indugédo com IPTG. A expressado também foi
realizada em biorreatores com meio de cultura complexo, obtendo-se 0,13Ul/mL da
enzima extracelular (173Ul/g de célula) e 3,6Ul/mL de L-asparaginase intracelular
(5185Ul/g de célula) em 7 horas de cultivo. Estes valores foram superiores ao valor de
37,79 Ul/g obtido em 33h do cultivo de Z. mobilis. As condigbes de expressao da
L-asparaginase recombinante extracelular, em biorreatores utilizando meio de cultura
definido e glicerol como substrato, foram avaliadas por um planejamento fatorial
fracionado (2*"). A melhor condigdo (ponto central) apresentou média de 20,4 Ul/mL,
sendo a produtividade aumentada 50 vezes quando comparada ao cultivo em
biorreator com meio complexo. Um modelo matematico foi proposto para representar o
processo de expressdo de proteinas recombinantes, sendo capaz de descrever

satisfatoriamente os dados de produgdo em biorreator operando em modo batelada.
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L-asparaginase is a protein used for the treatment of acute lymphoblastic
leukemia and other lymphoid malignancies. The aims of this thesis were to clone and
express the L-asparaginase protein of Zymomonas mobilis in Escherichia coli using
two different strategies, cytoplasmic and extracellular expression, as well to optimize
protein production and study some variables of the system. The protein expression was
performed in shake flasks in complex culture medium and it was obtained 0,19UIl/mL of
extracellular L-asparaginase and 7,6Ul/mL of intracellular L-asparaginase in 4 hours of
IPTG induction. The expression was carried out too in bioreactors with complex culture
medium, and it was obtained 0,13Ul/mL of extracellular enzyme (173Ul/g of cell) and
3,6Ul/ml of intracellular L-asparaginase (5185Ul/g of cell) in 7 hours of cultivation.
These values were higher than the value of 37,791U/g obtained in 33h of Z. mobilis
cultivation. The conditions for expression of recombinant extracellular L-asparaginase,
in bioreactors using defined medium and glycerol as substrate, were evaluated by a
fractional factorial design (2*"). The best condition (central point) showed average of
20,4Ul/mL, and the productivity was increased by 50 times when compared to the
bioreactor cultivation with complex culture medium. A mathematical model was
proposed to represent the process of recombinant proteins expression, which was able

to satisfactorily describe the data of production in bioreactor operating in batch mode.
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1 INTRODUGAO

O cancer é uma das principais causas de morte no mundo, sendo que, em
2008, ocorreram cerca de 7,6 milhées de mortes (OMS, 2008; PASUT E VERONESE,
2009). No Brasil, estima-se que em 2014 ocorrerao 394.450 novos casos de cancer,
sendo que 11.840 ocorrerdo em criangas e adolescentes (INCA, 2014). O cancer
responde por cerca de 4-5% das mortes de menores de 15 anos em paises
desenvolvidos, sendo a segunda causa de morte desta faixa etaria nestes locais.
Estima-se que ocorram cerca de 160.000 novos casos e 90.000 mortes por cancer
infantil por ano no mundo, sendo a leucemia o cancer mais comum durante a infancia
(OMS, 2008).

A leucemia linfoblastica aguda (LLA) é um tipo de cancer no qual ocorre o
acumulo e a proliferacdo anormal de células linféides imaturas dentro da medula
6ssea e em tecidos linfoides (FOA et al., 2009; INCA, 2014). O tratamento da LLA
inclui a utilizagdo da enzima L-asparaginase como agente quimioterapico
(KURTZBERG, 2000; NARTA et al., 2007; PASUT E VERONESE, 2009; RIZZARI et
al., 2013; VROOMAN et al., 2013), sendo a enzima utilizada mundialmente nos
protocolos de tratamento da LLA que ocorrem na infancia a mais de trinta anos
(ORTEGA et al., 1977; SCHRAPPE et al., 2000; NARTA et al., 2007; RIZZARI et al.,
2013; VROOMAN et al., 2013).

A L-asparaginase utilizada no tratamento do cancer é obtida através dos
micro-organismos Escherichia coli e Erwinia chrysanthemi, havendo formulagdes no
mercado da enzima nativa de ambos os micro-organismos e da L-asparaginase de
Escherichia coli conjugada ao polietilenoglicol (PEG) (KURTZBERG, 2000; PIETERS
et al., 2011; RYTTING, 2012). Ambas as formas nativas causam hipersensibilidade
clinica e reagdes alérgicas agudas (PASUT E VERONESE, 2009), no entanto, como
as L-asparaginases de E. coli e Erwinia possuem especificidades imunoldgicas
diferentes, oferecem uma alternativa para pacientes que desenvolvem
hipersensibilidade a uma destas enzimas (DUVAL et al., 2002; VROOMAN et al.,
2010; RIZZARI et al., 2013). Outra alternativa para pacientes que desenvolvem
hipersensibilidade a uma das enzimas, é a L-asparaginase de E. coli conjugada ao
polietilenoglicol (PEG), ja que o PEG é utilizado para proteger os sitios antigénicos na
superficie da proteina (PASUT E VERONESE, 2009).



O medicamento utilizado no Brasil é todo importado. Em 2013 a empresa que
realizava a importagdo do medicamento para o Brasil comunicou ao governo o fim do
abastecimento. O Ministério da Saude assumiu entdo a compra do medicamento,
provendo para o pais estoques suficientes para um ano. Além disso, em junho de
2013, o mesmo ministério estabeleceu uma parceria entre a Fiocruz e os laboratérios
privados NT Pharma e Unitec Biotec para que a partir de 2015 a L-asparaginase passe
a ser produzida no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

Além disso, no Brasil é apenas autorizado o uso do medicamento obtido a
partir de E. coli, deixando praticamente sem alternativas os pacientes que
desenvolvem sensibilidade a esta droga. O paciente que desenvolve alergia ao
medicamento disponivel precisa entrar com um processo judicial para a importagéo de
outra fonte de L-asparaginase, como a L-asparaginase de Erwinia chrysanthemi, a
qual ndo é autorizada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
(BAPTISTA, 2013), mas é utilizada mundialmente em protocolos de tratamento contra
LLA (RIZZARI et al., 2013). E vital que o protocolo completo de tratamento seja
realizado para obtengdo dos melhores resultados e diminuigdo do risco de recidiva
(RIZZARI et al., 2013), o que pode ser um problema para pacientes brasileiros que
desenvolvem hipersensibilidade e toxicidade a droga disponivel, ja que ndo existem

alternativas regulares ao tratamento no Brasil.

Diante dos problemas expostos, € muito importante a busca de novas fontes de
L-asparaginase, que tenham atividade antileucémica, possam ser menos
imunogénicas, funcionem como alternativa para pacientes que desenvolvem
sensibilidade aos medicamentos ja existentes e tenham menores custos. Uma destas
fontes € a bactéria Zymomonas mobilis, a qual tem sido estudada no Laboratério de
Bioprocessos do Programa de Engenharia Quimica da COPPE para a produgéo de L-
asparaginase (PINHEIRO, 2001; ABUD, 2005). No entanto, a baixa produtividade da
enzima por Z. mobilis torna-se um obstaculo para o estudo e produgdo da enzima a
partir deste micro-organismo. Porém, este obstaculo pode ser superado pela produgao
da enzima recombinante, em altas concentragdes, utilizando E. coli como sistema de

expressao.

Em face ao exposto, os objetivos desta tese foram clonar a proteina
L-asparaginase de Zymomonas mobilis em Escherichia coli e expressar a proteina
utilizando duas estratégias distintas, expressdo citoplasmatica e extracelular. Além

disso, objetivou-se aumentar a produgédo da proteina e estudar algumas variaveis do
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sistema. Desta forma, esta tese fornece uma contribuigdo original na produgéo de
L-asparaginase, ja que é a primeira vez que esta proteina de Z. mobilis é produzida de
forma recombinante. Além desta contribuigdo, este trabalho contribui para o melhor
entendimento da producgdo de proteinas heterdlogas em bioreatores, para o estudo da
estabilidade plasmidial, assim como para o desenvolvimento de modelos matematicos
que auxiliem na operagao de sistemas com células recombinantes. Além disso, a
producao de L-asparaginase recombinante de Z. mobilis facilita os estudos da
atividade antileucémica, pois é capaz de prover as quantidades necessarias da enzima
através de um sistema de producéo eficaz. Outro fator importante deste trabalho é que
a producédo de L-asparaginase no Brasil representaria uma importante acdo de
independéncia tecnolégica com enorme importancia social, ja que os medicamentos a
base de L-asparaginase empregados no pais sdo importados, garantido o suprimento

ininterrupto do medicamento.

Sendo assim, os objetivos especificos desta tese foram clonar a proteina
L-asparaginase de Zymomonas mobilis em Escherichia coli, expressar a proteina
utiizando duas estratégias distintas (expressédo citoplasmatica e extracelular),
aumentar a producdo da proteina e estudar algumas variaveis do sistema, utilizando
planejamento experimental, e por fim, propor um modelo matematico que auxilie na

operacao de sistemas com células recombinantes.



2 REVISAO DA LITERATURA

Para auxiliar a discussdo que sera realizada neste trabalho sobre o
desenvolvimento de um processo de producdo da enzima L-asparaginase, este
capitulo apresentara uma revisdo abordando pontos importantes a respeito da enzima
L-asparaginase, da bactéria de origem da enzima desenvolvida neste trabalho, e da

producao de proteinas recombinantes.

2.1 A enzima L-asparaginase

A enzima L-asparaginase (L-asparagina amino hidrolase, E.C. 3.5.1.1)
(VERMA et al., 2007) esta entre as principais enzimas terapéuticas de origem
microbiana, isto porque ela é um importante agente quimioterapéutico utilizado no
tratamento da leucemia linfoblastica aguda (LLA) e outras neoplasias linfoides
(KURTZBERG, 2000, NARTA et al, 2007, VERMA et al, 2007, PASUT E
VERONESE, 2009). Esta enzima catalisa a hidrdlise de L-asparagina em &cido
L-aspartico e amoénia (VERMA et al., 2007).

Dados do Ministério do Desenvolvimento, Industria e Comércio mostram que,
em 2013, o Brasil importou 1,4 toneladas de medicamentos contendo L-asparaginase,
em doses, chegando ao valor de US$ 1.798.823. Estes medicamentos, em doses, tém
sido importados de dois blocos econémicos ao longo dos anos: Unido Europeia e
NAFTA (Acordo de Livre Comércio da América do Norte), sendo que no ultimo ano
(2013) a totalidade de importagdes foi negociada com a Unido Europeia (MDIC, 2014).
Na figura 2.1 é possivel visualizar os valores de importagdes e a balanga comercial de
L-asparaginase ao longo dos ultimos 10 anos, separadas de acordo com a
Nomenclatura Comum do Mercosul (NCM). NCM ¢é a classificacdo de mercadorias
utilizada pelos paises do bloco econémico Mercado Comum do Sul (MERCOSUL).
Esta classificacdo é baseada no Sistema Harmonizado de Designacdo e de
Codificagdo de Mercadorias (SH) que é a metodologia adotada por quase todos os
paises (MDIC, 2014).
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Figura 2.1 Importacdes de L-asparaginase realizadas pelo Brasil de 2004 a Janeiro de
2014, de acordo com a Nomenclatura Comum do Mercosul (NCM) (MDIC, 2014).

2.1.1 Utilizagdo da enzima para fins terapéuticos

Como mencionado anteriormente, a enzima L-asparaginase € utilizada como
agente quimioterapéutico no tratamento da LLA e de outras neoplasias linfoides
(KURTZBERG, 2000, NARTA et al, 2007, VERMA et al, 2007, PASUT E
VERONESE, 2009). A enzima foi utilizada pela primeira vez em humanos no
tratamento de LLA em 1966 (KURTZBERG, 2000), e atualmente € um componente
utilizado mundialmente no tratamento de LLA (ORTEGA et al., 1977, SCHRAPPE et
al.,, 2000, NARTA et al.,, 2007, VAN DEN BERG, 2011, RIZZARI et al., 2013,
VROOMAN et al., 2013), sendo essencial no tratamento de LLA durante a infancia
(PIETERS et al., 2011).

A atividade antineoplasica da L-asparaginase faz com que ocorra o
esgotamento dos suprimentos exdgenos de L-asparagina, privando as células
tumorais de um fator imprescindivel para a sintese protéica. Os linfoblastos
leucémicos e outras células tumorais sintetizam lentamente L-asparagina em
comparagao com a sua necessidade, ja que tém niveis muito baixos de L-asparagina
sintetase, e dependem de um fornecimento de L-asparagina presente no soro

(ex6geno) para sua proliferacdo e sobrevida. Ja as células normais conseguem



sintetizar normalmente o aminoacido necessario, e entdo nao sao prejudicadas pelo
uso da L-asparaginase (LEE et al., 1989, DUVAL et al. 2002, KOTZIA E LABROU,

2005, NARTA et al., 2007, RIZZARI, 2013).

A figura 2.2 mostra um esquema da agdo da enzima durante o tratamento do

cancer, catalizando a hidrélise da L-asparagina para aspartato e aménia (NARTA et

al., 2007, VERMA et al., 2007).
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Figura 2.2 Representacdo esquematica da acdo da L-asparaginase durante o
tratamento do cancer (adaptado de NARTA et al., 2007).

No mercado, estdo disponiveis formulagdes da enzima nativa obtida através

dos micro-organismos Escherichia coli e Erwinia chrysanthemi e da L-asparaginase de
E. coli conjugada ao polietilenoglicol (PEG) (KURTZBERG, 2000, PIETERS et al,,
2011, RYTTING, 2012). A tabela 2.1 apresenta as preparagdes de L-asparaginase de

uso terapéutico disponiveis no mercado, sendo que algumas preparagdes nao estdo

disponiveis em todos os paises. Além destas preparagdes, um novo medicamento a

base de L-asparaginase recombinante de E. coli estd em fase de estudos clinicos
(PIETERS et al, 2008; PIETERS et al., 2011) e uma formulacdo a base de

L-asparaginase recombinante de Erwinia chrysanthemi conjugada ao polietilenoglicol

esta em estudos pré-clinicos (PIETERS et al., 2011).



Tabela 2.1 Preparagbes de L-asparaginase de uso terapéutico disponiveis no
mercado (adaptada de PIETERS et al., 2011)

Micro-organismo

Nome Comercial Empresa Farmacéutica
Produtor

Kidrolase EUSA Pharma Escherichia coli

Elspar Ovation Pharmaceuticals Escherichia coli

Crasnitin Bayer AG Escherichia coli

Leunase Sanofi-Aventis Escherichia coli

Asparaginase Medac Kyowa Hakko Escherichia coli

Oncaspar (PEG-asparaginase)  Sigma-Tau Pharmaceuticals Escherichia coli
Erwinase EUSA Pharma Erwinia chrysanthemi

Estudos feitos com L-asparaginases de E. coli e Erwinia chrysanthemi
mostraram que ambas enzimas apresentaram alta taxa de imunogenicidade (NARTA
et al., 2007), ou seja, causaram uma resposta exagerada do sistema imunologico do
paciente. No entanto, as L-asparaginases de E. coli e Erwinia oferecem uma
alternativa para pacientes que se tornam hipersensiveis a uma destas enzimas
(DUVAL et al.,, 2002; VROOMAN et al., 2010; RIZZARI et al., 2013). Os efeitos
colaterais menos preocupantes causados pelo tratamento com L-asparaginase s&o
reacoes alérgicas e vomitos (OHNUMA et al., 1970; VERMA et al., 2007, VAN DEN
BERG, 2011). Ja os principais efeitos colaterais causados pelas formulagbes com
L-asparaginase sado anafilaxia, pancreatite, diabetes, leucopenia, e anormalidades da
coagulacao que podem levar a trombose ou hemorragia intracraniana (DUVAL et al.,
2002). Com o objetivo de reduzir a imunogenicidade da droga, aumentar a meia vida
de enzima e reduzir a frequéncia de aplicagbes, foi desenvolvida a L-asparaginase
obtida a partir de E. coli conjugada ao polietilenoglicol (PEG) (NARTA et al., 2007,
PASUT E VERONESE, 2009; VAN DEN BERG, 2011; RYTTING, 2012). O
polietilenoglicol € capaz de proteger os sitios antigénicos na superficie da proteina,
representando um obstaculo para a aproximagao ou interagdo de moléculas grandes,
como anticorpos e proteases (PASUT E VERONESE, 2009).

2.1.2 Caracteristicas, estrutura e propriedades bioquimicas da enzima

As asparaginases biologicamente ativas sdo homotetrameros (compostas por
quatro subunidades) que possuem um enovelamento global altamente conservado
(SWAIN et al., 1993; KOZAK et al., 2000; KOTZIA E LABROU, 2005). A massa

molecular de L-asparaginase varia dependendo da cepa da qual a enzima foi isolada:



a enzima purificada de E. coli varia em torno de 142 kDa (SANCHES et al., 2003), ja a
massa molecular da L-asparaginase de Erwinia tem sido relatada com valor em torno
de 138 kDa. O ponto isoelétrico também varia em torno de pH 8,7 para a enzima de
Erwinia e entre pH 4,6 e 5,5 para a enzima de E. coli (NARTA et al., 2007).

Existem dois tipos de L-asparaginase de Escherichia coli, a tipo | que é
citoplasmatica e a tipo Il que é periplasmatica. Os dois tipos da enzima de E. coli tém
afinidades muito diferentes pelo substrato, a enzima tipo | tem um Km aparente para
asparagina de 3,5 mM, que indica uma baixa afinidade pelo substrato. Ja a enzima do
tipo Il exibe um valor de Km para o substrato na faixa de uM (YUN et al., 2007), ou
seja, a enzima tipo Il possui uma elevada afinidade pelo substrato. A L-asparaginase
tipo Il, tanto de E. coli como de Erwinia, é o tipo utilizado nos tratamentos antitumorais
(KOZAK et al., 2000). A enzima tipo | de E. coli ndo tem atividade antileucémica in vitro
ou in vivo. A explicagdo para esta falta de atividade provavelmente esteja nas
propriedades bioquimicas da enzima: o elevado valor de Km para asparagina, a
especificidade de substrato ou a potencial cinética alostérica (YUN et al., 2007). Em
seus estudos, YUN et al. (2007) mostraram que para a L-asparaginase tipo | a
asparagina nao é apenas substrato para a enzima, mas também atua como uma
molécula que se liga a um sitio alostérico desta enzima. Na figura 2.3 é possivel
visualizar a estrutura tetramérica da molécula de L-asparaginase e sdo mostradas

representacdes das estruturas das moléculas da enzima, tipo | e tipo Il

Figura 2.3 Estrutura tetramérica da molécula de L-asparaginase de E. coli complexada
com L-asparagina em uma representagdao em fita. (A) L-asparaginase tipo I. (B)
L-asparaginase tipo Il. Em (B) sdo mostradas as quatro subunidades: A, B, C e D
(adaptada de YUN et al., 2007).



Como citado anteriormente, as asparaginases possuem um enovelamento
global altamente conservado. As subunidades idénticas que formam o tetramero, A, B,
C e D, estao organizadas na forma de dimeros, AB e CD, onde cada um dos dimeros
possui dois sitios ativos (SWAIN et al., 1993; KOZAK et al., 2000; SANCHES et al.,
2003; KOTZIA E LABROU, 2005). A estrutura tetramérica da L-asparaginase tipo Il de
E. coli pode ser visualizada na figura 2.4. Cada monémero desta estrutura consiste de
326 residuos de aminoacidos (MICHALSKA E JASKOLSKI, 2006), e esta dividido em
dois dominios, um maior, o N-terminal, € um menor, o C-terminal, ligados por uma
regiao de 20 aminoacidos (YUN et al., 2007).

Figura 2.4 A estrutura tetramérica da L-asparaginase tipo Il de E. coli (PDB code
3ECA) (MICHALSKA E JASKOLSKI, 2006).

Cada um dos quatro sitios ativos da enzima esta localizado entre os dominios
N-terminal e C-terminal de dois mondmeros, ou seja, esta na interface de duas
subunidades (SWAIN et al., 1993). Cada sitio ativo é formado principalmente por
residuos presentes da porgdo N-terminal da subunidade e por alguns residuos da
porcao C-terminal da outra subunidade ligada. Na enzima de Escherichia coli tipo Il, os
residuos Thr-12, Tyr-25, Ser-58, GIn-59, Thr-89, Asp-90, Ala-114, Lys-162 de uma

subunidade juntamente com os residuos Asn-248 e Glu-283 da outra subunidade do
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dimero formam a cavidade de ligagéo do sitio ativo (SWAIN et al., 1993; SANCHES et
al., 2007). No sitio ativo esta presente uma alga flexivel que contém dois importantes
residuos: Thr-12 e Tyr-25. O acesso a cavidade sitio ativo é controlado por esta alga
flexivel que abre e fecha, sendo observada na conformacdo fechada quando o sitio
ativo esta ocupado pelo produto de reagdo ou seu analogo (SWAIN et al., 1993;
KOTZIA E LABROU, 2005). A molécula de L-asparaginase possui uma triade treonina-
lisina-aspartato (Thr-89, Lys-162, Asp-90), similar a triade catalitica de serino-
proteases, onde se localiza o residuo Thr89 que € altamente conservado em
asparaginases microbianas e essencial para a catalise (PALM et al, 1996;
MICHALSKA E JASKOLSKI, 2006). Alguns trabalhos propdéem que esta triade
treonina-lisina-aspartato é a segunda triade catalitica da enzima L-asparaginase, ou
seja a enzima possui duas triades cataliticas, sendo a primeira triade formada por
treonina-tirosina-glutamato (Thr-12, Tyr-25, Glu-283) (ORTLUND et al., 2000;
SANCHES et al., 2007).

2.1.3 Micro-organismos produtores: selvagens e geneticamente modificados

Uma grande variedade de micro-organismos, que inclui bactérias, fungos,
leveduras, actinomicetos e algas, sao produtores eficientes e de baixo custo de
L-asparaginase (NARTA et al, 2007). No entanto, nem todas as L-asparaginases
apresentam atividade antileucémica (VAN DEN BERG, 2011), além disso, as
propriedades destas enzimas variam de organismo para organismo (NARTA et al.,
2007). Na tabela 2.2 sdo apresentados alguns micro-organismos produtores e as
propriedades de suas respectivas enzimas. Cabe resaltar que a L-asparaginase s6
tem sido produzida em grandes quantidades a partir de duas espécies bacterianas,
Escherichia coli e Erwinia chrysanthemi (KURTZBERG, 2000; KOTZIA E LABROU,
2005).

A enzima produzida por E. coli é ativa a 37°C em uma ampla faixa de pH, de
45 a 11,5 (STECHER et al, 1999). Outros micro-organismos produtores de
L-asparaginase sao: Zymomonas mobilis (ABUD, 2005), Bacillus brevis (NARTA et al.,
2011), Pseudomonas flourescens, Mycobacterium phlei, Thermus aquaticus,
Rhodotorula sp., entre outros (VERMA et al., 2007).
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Tabela 2.2 Propriedades de algumas L-asparaginases (SINGH et al. (2013); SAVITRI
et al. (2003); KURTZBERG (2000); DUNLOP et al.(1978).

Micro-organismo produtor pH 6timo  Temperatura étima Km (M)
Escherichia coli (tipo 1I) . . 1,2x10°
Erwinia carotovora 8,0 50 1,8x107°
Pseudomonas 7A 7,2 37 4.4x10°°
Corynebacterium glutamicum 7,0 40 2,5x107
Vibrio succinogenes 8,5 37 1,7x10°
Bacillus sp. 8,0 37 2,4x10™
Aspergillus terreus 5-7 40-45 5,8x10™
Pseudomonas stutzeri 9,0 37 1,4x10*
Saccharomyces cerevisiae 6,8 - 3,5x10™
Bacillus aryabhattai ITBHUO2 8,5 40 2,57x10™

Muitos estudos tém sido feitos sobre L-asparaginases de diversos micro-
organismos, tanto da producdo da proteina por seus micro-organismos de origem
como em micro-organismos recombinantes. Sistemas recombinantes utilizando E. coli
como hospedeiro tém sido utilizados para produgcdo de L-asparaginases de outros
micro-organismos. GUO et al. (2002) demonstaram que a L-asparaginase de
Escherichia coli AS-1357, clonada e expressa em E. coli tem grande potencial como
agente antimoral quando comparada a enzima selvagem. A enzima de
Erwinia chrysanthemi também foi expressa em E. coli (KOTZIA E LABROU, 2007),
assim como a enzima de Erwinia carotovora (KOTZIA E LABROU, 2005; WINK et al.,
2010). A tabela 2.3 mostra alguns dos trabalhos com L-asparaginase recombinante

nos ultimos anos utilizando diferentes cepas de E.coli como hospedeiras.
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Tabela 2.3 L-asparaginases recombinantes descritas na literatura

Micro-organismo Sistema de expressao
Referéncia
de origem (Hospedeiro) / Plasmideo
Escherichia coli AS-1357 E. coli (PKA/CPU 210009) GUO et al. (2002)

Escherichia coli K-12 E. coli BLR (DE3) / pET22b KHUSHOO et al. (2004)

o E. coli BL21(DE3) pLysS /
Erwinia carotovora o o KOTZIA E LABROU (2005)
pCR™T7/CT-TOPO

Erwinia chrysanthemi E. coliBL21(DE3) pLysS /
KOTZIA E LABROU (2007)

3937 pCR®T7/CT-TOPO®
Helicobacter pylori )
E. coliBL21(DE3) / pET101 CAPPELLETTI et al. (2008)
HP26695
] E. coli Codon Plus Rosetta /
Pyrococcus furiosus BANSAL et al. (2010)
pET14b
Erwinia carotovora E. coliBL21(DE3) / pET30a WINK et al. (2010)
Yersinia
] E. coliBL21(DE3) / pBAD24 POKROVSKY et al. (2012)
Pseudotuberculosis

Quando a produgdo da enzima é realizada através de micro-organismos
recombinantes, diferentes modos de producdo e purificagdo podem ser utilizados
levando em consideracdo a cepa e o plasmideo empregados. A estratégia de
clonagem utilizada influencia diretamente na producgao, purificacdo e conformacao da
proteina. Desta forma, muitos trabalhos tém sido desenvolvidos com L-asparaginases
recombinantes, utilizando diversas formas de produgdo e purificagdo. A
L-asparaginase de E. coli AS1.357 foi clonada, utilizando o plasmideo pBV220, e
expressa em cinco diferentes cepas de Escherichia coli: JM105, JM109, TG1, DH5a e
na propria cepa de origem da L-asparaginase, AS1.357. Estas expressdes foram
realizadas durante 4 horas, conduzidas em frascos agitados e induzidas por choque
térmico. A melhor producao foi observada na cepa AS1.357, que apresentou atividade
de 228 Ul/mL (WANG et al., 1999). Em outro trabalho utilizando a enzima nativa de
Escherichia coli, a L-asparaginase tipo Il de E. coli K-12 foi clonada em E. coli BLR
(DE3), expressa e purificada (KHUSHOO et al., 2004). Neste trabalho os autores
realizaram a expressao extracelular da proteina através do uso da sequéncia sinal
pelB de Erwinia carotovora, presente no vetor pET22b, no qual o gene foi clonado.

Apobs 24 horas de indugdo com IPTG, em meio de cultivo TB (Terrific Broth), foi obtida
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atividade de 20,9 UI/L (0,02Ul/mL) (KHUSHOO et al., 2004). A proteina foi expressa
fusionada a uma cauda de histidina na parte amino-terminal da cadeia; desta forma, foi
purificada em coluna de niquel, utilizando apenas uma etapa de purificagao.
(KHUSHOO et al., 2004). Em outro trabalho, utilizando o mesmo clone (E. coli BLR
(DE3) e pET22b), a enzima foi expressa em biorreator operando em batelada
alimentada, utilizando meio de cultura TB e alimentagdo com solugdo de extrato de
levedura, triptona e glicerol, mantendo a taxa especifica de crescimento em 0,3 h'. A
expressao da enzima foi induzida quando a concentragao celular atingiu 32,5 g/L,
sendo obtida atividade enzimatica no meio de cultivo de 870 Ul/mL e concentracao
celular de 45 g/L. em 24 horas de indugéo e 35 horas de cultivo total (KHUSHOO et al.,
2005).

KOTZIA E LABROU (2005) clonaram, expressaram e purificaram
L-asparaginase de Erwinia carotovora em E. coli BL21(DE3) pLysS utilizando o
plasmideo pCR®T7/CT-TOPO®. A producgdo neste trabalho foi realizada em cultivos
batelada em frascos agitados, com meio de cultura LB (Luria-Bertani), sendo a
expressao realizada durante 5 horas (KOTZIA E LABROU, 2005). A L-asparaginase
tipo Il de Erwinia carotovora (subsp. atroseptica) também foi clonada e expressa em
E. coli C41(DE3), com seu peptideo sinal nativo, e em E. coli BL21(DE3), sem o
peptideo sinal (WINK et al., 2010). ROTH et al. (2013) testaram diferentes cepas de
E. coli para a expressdo da enzima tipo |l de Erwinia carotovora clonada no vetor
pET30a, sendo que a cepa C43 (DE3) foi a que apresentou melhores resultados em
cultivos em frascos agitados. Neste caso os niveis de expressao foram maiores
quando o cultivo foi realizado a 30°C do que a 37°C. Neste mesmo trabalho, os
autores pesquisaram a produgao da enzima, utilizando a cepa E. coli C43 (DE3), em
cultivo em biorreatores, sendo que os experimentos foram realizados utilizando meio
de cultura TB a 30°C. O modo de operacéo utilizado foi batelada alimentada, sendo o
cultivo dividido em trés fases: batelada, alimentagao, alimentagdo com inducdo. A taxa
de crescimento foi mantida em 0,6 h™ na fase batelada, 0,1 h™ na fase de alimentacéao
e variando entre 0,08 e 0,02 h™' na fase de alimentagcédo com indugédo. Em 30 horas de
cultivo, os autores obtiveram 30,7 g/L de células e 0,9 mg de L-asparaginase

recombinante por litro de meio de cultura (ROTH et al., 2013).

Outra L-asparaginase recombinante produzida utilizando E. coli como
hospedeiro foi a enzima de H. pylori CCUG 17874 (CAPPELLETTI et al., 2008). Neste
trabalho os autores expressaram a enzima no citoplasma da cepa E. coli BL21(DE3),

fusionada a uma cauda de histidina, utilizando o vetor pET 101. A expresséo foi
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realizada em frascos agitados e induzida por 7 horas utilizando IPTG como indutor
(CAPPELLETTI et al., 2008). A utlizacdo de sistemas recombinantes também
possibilitou a produgdo de L-asparaginase de um micro-organismo termdfilo,
P. furiosus. Esta L-asparaginase foi clonada no vetor pET14b e expressa na cepa
E. coli Codon Plus Rosetta. A expressao foi conduzida em frascos agitados por 6
horas e induzida por IPTG, sendo a enzima posteriormente purificada utilizando
cromatografia de afinidade com niquel (BANSAL et al., 2010). Em trabalho posterior,
BANSAL et al. (2012) mostraram que a sequéncia de aminoacidos da enzima de
P. furiosus apresenta 22% de identidade com a sequéncia da L-asparaginase tipo Il de
Escherichia coli, que é utilizada nos protocolos de tratamento de leucemia. Além disso,
este trabalho testou a L-asparaginase de P.furiosus expressa quanto a sua
citotoxicidade em linhagens de células leucémicas. Nestes testes a enzima apresentou
atividade antileucémica e uma melhor atividade anti-proliferativa quando comparada

aos testes utilizando a enzima L-asparaginase tipo Il de E. coli (BANSAL et al., 2012).

2.2 A bactéria Zymomonas mobilis e sua L-asparaginase

A bactéria Zymomonas mobilis foi isolada da cidra em 1911, por Baker e Hillier.
No inicio dos anos 1950, Gibbs e DeMoss descobriram que o catabolismo anaerdébio
da glicose desta bactéria segue a via de Entner-Doudoroff, sendo a Zymomonas uma
das poucas bactérias anaerdbias que utilizam esta via (SWINGS E DE LEY, 1977).
Zymomonas mobilis &€ uma bactéria Gram-negativa em forma de bastonete,
geralmente mével, ndo esporulada, anaerdbia facultativa (SWINGS E DE LEY, 1977,
TOMA et al.,, 2003). Esta bactéria € amplamente conhecida por ser produtora de
etanol. Além disso, ela possui alta tolerancia para o etanol e tem boa resisténcia aos

inibidores presentes em hidrolisados lignocelulésicos (GRANGE et al., 2010).

No Brasil, a bactéria comecou a ser estudada na década de 50 por
pesquisadores do nordeste brasileiro (GONCALVES DE LIMA et al.,, 1970), sendo
relatada por ter propriedades terapéuticas. Ha relatos de aplicagbes terapéuticas de
culturas de Zymomonas em casos de enterocolites bacterianas e infecgbes
ginecolégicas (WANIK E SILVA, 1971; LOPES et al., 1980). Além disso, a bactéria
apresentou protecao contra infecgdo por Schistosoma mansoni quando a cultura de
Z. mobilis foi administrada oralmente em camundongos (SANTOS et al., 2004).
Z. mobilis também tem sido utilizada para o desenvolvimento de probidéticos (JALES et
al., 2007) e para a produgéo de levana, substancia que tem apresentado atividade
antitumoral (CALAZANS et al., 1997; CALAZANS et al., 2000).
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O Laboratério de Bioprocessos do Programa de Engenharia Quimica da
COPPE/UFRJ (localizado na cidade do Rio de Janeiro — Brasil) utiliza ha alguns anos
a bactéria Z. mobilis para o estudo e producido de varias substancias, como etanol,
acido glicénico, sorbitol e acido lactobibnico (ALVES, 1993; WILBERG, 1996;
FERRAZ, 1999; FONSECA, 2003; SEVERO JUNIOR, 2008). Além disso, o laboratério
vem estudando o cultivo de Z. mobilis visando a produgdo da enzima L-asparaginase
(PINHEIRO, 2001; ABUD, 2005). O trabalho de PINHEIRO (2001) comegou o0s
estudos de cultivo desta bactéria com o objetivo de produzir L-asparaginase, utilizando
L-asparagina como unica fonte de nitrogénio. Ja o trabalho de ABUD (2005) analisou a
reprodutibilidade da producdo de L-asparaginase pela bactéria Z mobilis em
processos batelada, desenvolvendo um modelo cinético para descrever o processo de
producgao e otimizar a produgéo da enzima. Em seus estudos, ABUD (2005) estimou o
Km (constante de Michaelis-Menten) da enzima no valor de 1,5x10°M, evidenciando
uma grande afinidade da L-asparaginase de Z. mobilis pelo substrato L-asparagina.
Este valor € muito préximo ao valor do Km da enzima L-asparaginase tipo Il de E. coli
que é a enzima que possui atividade antileucémica. Além disso, ABUD (2005) mostrou
que a enzima de Z. mobilis é uma L-asparaginase periplasmatica. Este trabalho gerou
um pedido de patente no qual a enzima L-asparaginase nativa de Z. mobilis foi obtida
em cultivos em meio liquido em frascos agitados com atividade de 37,79 Ul/g de célula
ou 0,005Ul/mL de meio de cultura em 33 horas de cultivo (ABUD et al., 2004).

Na literatura é possivel encontrar outro estudo da producdo de L-asparaginase
nativa a partir de Zymomonas mobilis. Neste estudo, também realizado no Brasil, os
autores obtiveram 0,016 Ul/mL em 21 horas de cultivo a 30°C, em frascos sem
agitacao (NETO et al., 2006).

2.3 Producgao de proteinas recombinantes

Atualmente, para suprir as necessidades e demanda das industrias, proteinas
sdo produzidas em altos niveis utilizando engenharia genética, as chamadas proteinas
recombinantes. A chegada da tecnologia do DNA recombinante transformou o cenario
das industrias de imunobioldgicos, vacinas, enzimas, entre outras, possibilitando a
produgdo de importantes proteinas de forma recombinante, segura e em altas
quantidades/concentragbes (DEMAIN E VAISHNAV, 2009). Nesta segdo serao
apresentados alguns aspectos importantes na clonagem e expressdo de proteinas
recombinantes, em especial quando o hospedeiro Escherichia coli é utilizado como

sistema de expressao.
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As proteinas recombinantes podem ser expressas utilizando como
hospedeiros: bactérias, leveduras e células de insetos, plantas ou mamiferos
(LARENTIS et al., 2006; MADIGAN et al., 2010). A escolha do hospedeiro é de
fundamental importancia para a produgédo bem sucedida da proteina desejada e tal
escolha deve levar em consideragdo a estrutura, funcionalidade e complexidade da
proteina, assim como a produtividade a ser alcangada (LARENTIS et al., 2006;
DEMAIN E VAISHNAYV, 2009; MADIGAN et al., 2010). Normalmente, as bactérias sado
a primeira escolha para expressar proteinas, pois apresentam inimeras vantagens
como rapido crescimento, facilidade de trabalhar em grandes escalas, facilidade de
manipulacdo genética, entre outras (GREENE, 2004). Se a proteina requer
modificagdes pds-traducionais para ser funcional, como glicosilagdes, por exemplo, é
necessario escolher um sistema de expressao eucaridtico (GREENE, 2004;
LARENTIS et al., 2006; DEMAIN E VAISHNAYV, 2009). O hospedeiro mais adequado,
normalmente, é aquele de célula mais simples capaz de produzir a proteina desejada
de forma funcional, com os menores custos e tempos de processos possiveis
(GREENE, 2004).

Além do hospedeiro, para a produgédo da proteina recombinante, o gene da
proteina a ser expresso deve primeiramente ser inserido em um vetor. Os vetores sdo
formados por estruturas como: sitios de mdultipla clonagem ou de ligagdo do gene
isolado, promotores, origens de replicagdo, marcadores seletivos e sitios iniciadores e
terminadores da transcricdo e da traducdo (LARENTIS et al., 2006). Os vetores se
auto-replicam e regulam a expressao dos genes neles codificados (MADIGAN et al.,
2010). Dentre os vetores, os plasmideos sao os utilizados nos trabalhos descritos para
a clonagem e expressdo do gene de L-asparaginase, incluindo este estudo.
Plasmideos séo estruturas de DNA circular extracromossomal, que se auto-replicam,
encontrados tanto em procariotos quanto em eucariotos (PALOMARES et al., 2004;
MADIGAN et al., 2010; EINSFELDT, 2010). Plasmideos sdo muito utilizados para
expressao de genes em procariotos, uma vez que a manipulagdo genética destes
vetores é relativamente simples (PALOMARES et al., 2004). Este tipo de vetor pode
ser encontrado naturalmente em bactérias, sendo replicados e passados para as
novas células geradas durante a divisao celular. Os plasmideos utilizados para a
expressao de proteinas recombinantes normalmente possuem um gene que confere
resisténcia a algum antibidtico para selecionar as células com plasmideo das células
sem o vetor (LARENTIS et al., 2006; MADIGAN et al., 2010).
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Além dos vetores e hospedeiro utilizados, a produgcdo de proteinas
recombinantes envolve varios outros fatores que devem ser considerados e
profundamente conhecidos, como as caracteristicas da proteina a ser produzida, o
compartimento celular em que a proteina sera expressa, o processo utilizado e a
purificagdo da proteina. Alguns fatores podem influenciar o nivel de expressao da
proteina, como as caracteristicas estruturais do gene a ser expresso, os codons
utilizados na sequéncia do gene, o enovelamento correto da proteina, a estabilidade e
eficiéncia do mRNA, a toxicidade da proteina para a célula hospedeira e a degradagao
da proteina por proteases (SCHUMANN E FERREIRA, 2004; LARENTIS et al,

submetido).

2.3.1 Escherichia coli como sistema de expressao de proteinas recombinantes

A bactéria Gram-negativa Escherichia coli € um dos hospedeiros mais
utilizados para expressao de proteinas recombinantes (BANEYX, 1999; LARENTIS et
al., 2006; TERPE, 2006; DEMAIN E VAISHNAV, 2009; EINSFELDT et al., 2011;
GOPAL E KUMAR, 2013). A utilizagdo desta bactéria como sistema de expressao
apresenta inumeras vantagens, como a capacidade de crescer rapidamente em altas
concentragdes celulares e em substratos baratos, a facilidade do cultivo, a genética &
bem caracterizada e o genoma pode ser modificado com facilidade (BANEYX, 1999;
LARENTIS et al., 2006; EINSFELDT et al., 2011, LARENTIS et al, submetido) . Além
disso, estao disponiveis comercialmente varios vetores e cepas mutantes, proprias
para producao de proteinas recombinantes (BANEYX, 1999; PETI E PAGE, 2007;
DEMAIN E VAISHNAV, 2009). Outra vantagem das células de E. coli € que estas tém
capacidade de acumular mais de 80% da sua massa seca em proteina recombinante.
Os cultivos de E. coli em altas densidades celulares podem apresentar concentragdes
celulares entre 20 g/L e 175 g/L (DEMAIN E VAISHNAV, 2009).

A utilizacao de E. coli como sistema de expressao também apresenta algumas
desvantagens, como a dificuldade de produzir proteinas biologicamente ativas e
soluveis, com formacgao de corpos de inclusao, dificuldade de produzir proteinas com
pontes de enxofre e multiplas subunidades (BANEYX, 1999; LARENTIS et al., 2006;
DEMAIN E VAISHNAYV, 2009). Além disso, esta bactéria ndo é capaz de produzir
proteinas glicosiladas (DEMAIN E VAISHNAV, 2009). A produgédo de acetato € um
obstaculo a ser superado durante a producédo em altas concentragdes celulares, ja que
concentragdes elevadas reduzem o crescimento celular (ARISTIDOU et al., 1995;
LARENTIS et al., 2006; TRIPATHI et al., 2009; LARENTIS et al., submetido). Alguns
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autores afirmam que valores em torno de 0,9 a 1,5 g/L prejudicam a expressao da
proteina recombinante (ARISTIDOU et al., 1995) e que valores acima de 5g/L reduzem
a taxa de crescimento celular (TRIPATHI et al., 2009). Este composto tende a ser
formado quando a taxa especifica de crescimento celular ultrapassa 0,2 h™', quando
em meio de cultura complexo, e 0,35 h” quando em meio de cultura definido, sendo
que estes valores variam de acordo com as cepas e os meios de cultura utilizados
(TRIPATHI et al., 2009).

Como mencionado anteriormente, uma das desvantagens da utilizacdo de
E. coli para superproducido de proteinas recombinantes é a formacao de corpos de
inclusdo (BANEYX, 1999; LARENTIS et al.,, 2006). Os corpos de inclusao sao
agregados insoluveis resultantes de problemas na conformacgéo, que possuem em sua
composicdo nado apenas cadeias de proteinas, mas também diversas impurezas
(BANEYX, 1999; SCHUMANN E FERREIRA, 2004; TERPE, 2006), que provavelmente
ocorrem, pois durante a superproducao das proteinas a capacidade do sistema de
chaperonas é extrapolado . As chaperonas sao responsaveis pelo enovelamento
correto e secregdo das proteinas, assim como, pela acdo proteolitica sobre as
proteinas com ma formagcdo (SYRENSEN E MORTENSEN, 2005;
MERGULHAO et al., 2005). Outra desvantagem apresentada pela utilizagéo de E. coli
como sistema de expressao € a presenga de lipopolissacarideos (LPS), endotoxinas
pirogénicas para humanos e outros mamiferos, que devem ser completamente

removidas durante a purificacao (TERPE, 2006).

Para superar os problemas apresentados e melhorar a produgdo e a
solubilidade das proteinas expressas, muitos estudos tém sido desenvolvidos e
algumas estratégias podem ser adotadas. A escolha do vetor em que sera clonado o
gene de interesse é muito importante, em alguns casos, é possivel mudar o vetor para
minimizar ou superar os problemas apresentados durante a expressao (GOPAL E
KUMAR, 2013). O plasmideo utilizado esta fortemente associado a eficiéncia da
producao de proteina, sendo que esta pode ser melhorada dependendo do promotor e
sua regulacdo, da eficiéncia de ligacdo ao ribossomo, da origem de replicacao,
numero de copias e dos marcadores de resisténcia presentes no plasmideo
(MAKRIDES, 1996; SORENSEN E MORTENSEN, 2005; JANA E DEB, 2005). Varios
plasmideos utilizam o sistema de promotor do bacteriéfago T7 (BANEYX, 1999), isto
porque, a enzima T7 RNA polimerase é capaz de estender cadeias cinco vezes mais
rapido que a RNA polimerase de E. coli. O gene que codifica a T7 RNA polimerase foi

inserido no cromossomo de algumas cepas de E. coli, como a BL21 (DE3), sob
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controle de um promotor derivado do sistema /lac (TERPE, 2006), que € um sistema
composto por uma regidao de promotor/operador que antecede os genes a serem
transcritos. Neste sistema, na auséncia de um indutor, o repressor do sistema,
codificado pelo gene lacl, impede a transcrigdo através de sua ligagao ao operador
(SCHUMANN E FERREIRA, 2004). Este sistema permite uma forte indugdo da
produgédo da enzima T7 RNA polimerase pela adigédo de IPTG ou lactose (TERPE,
2006; PETI E PAGE, 2007).

Outra estratégia que pode ser adotada para superar alguns problemas
apresentados durante a expressao heterdloga em E. coli € a mudanca da cepa de
expressao. Atualmente, estdo disponiveis comercialmente diferentes cepas de E. coli
com diversas alteragdes genéticas proprias para cada tipo de expressao, dependendo
da proteina a ser produzida, plasmideo ou estratégia utilizada (LARENTIS et al,,
2006). Por exemplo, expressbées que utilizam vetores do sistema pET, que utiliza o
promotor T7, devem ser realizadas em cepas que contenham em seu genoma o gene
que codifica a enzima T7 RNA polimerase, como € o caso da cepa E. coli BL21(DE3).
No genoma desta cepa também foram deletados os genes de duas importantes
proteases, Lon e OmpT, para evitar a degradagéo da proteina recombinante. Quando
a proteina a ser produzida utiliza codons raros em E. coli, € possivel utilizar cepas
modificadas que possuem maior frequéncia destes cédons que sdo raros em cepas
ndo modificadas (GOPAL E KUMAR, 2013). Recentemente, foi desenvolvida a cepa
Lemo21(DE3), que pode ser escolhida como hospedeiro, quando o promotor T7 é
utilizado, para expressao de proteina de membrana, para proteinas téxicas ou quando
ocorrem problemas de corpos de inclusdao (SCHLEGEL et al., 2012; GOPAL E
KUMAR, 2013). Nesta cepa, a atividade da T7 RNA polimerase é modulada por seu
inibidor natural, a T7 lisozima. O gene da enzima T7 lisozima esta sob controle do
promotor de raminose, sendo possivel controlar os niveis de expressao variando a

quantidade de raminose adicionada no sistema (SCHLEGEL et al., 2012).

Para melhorar a expressao, também é possivel mudar a sequéncia do gene de
interesse. A delecao de regides transmembranares e peptideos sinais, frequentemente
melhoram os niveis de expressao e solubilidade da proteina (LARENTIS et al., 2011;
GOPAL E KUMAR, 2013). Além disso, para diminuir ou evitar a formacao de
agregados insoluveis € possivel modificar algumas condigbes do processo como
temperatura de expressao e pH, ou ainda, co-expressar as chaperonas (TERPE,
2006). Ja o problema de produgéo excessiva de acetato pode ser contornado através

da manutengao da taxa especifica de crescimento em niveis adequados para impedir
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a formagéo deste composto (DEMAIN E VAISHNAV, 2009; TRIPATHI et al., 2009;
LARENTIS et al., submetido), ou através da utilizagdo de glicerol como fonte de
carbono (TRIPATHI et al., 2009).

As proteinas recombinantes produzidas em E. coli podem ser expressas no
citoplasma ou podem ser direcionadas para o periplasma ou para o meio de cultivo
através da fusdo com um peptideo sinal que direcione a sua translocacgéo. A estratégia
mais utilizada é a produgcido no citoplasma e é a que normalmente apresenta os
maiores rendimentos (SORENSEN E MORTENSEN, 2005; DEMAIN E VAISHNAY,
2009). Ja a expresséao extracelular de proteinas recombinantes pode ser uma solugao
para problemas comuns associados a expressdao de proteinas em E. coli, e que
interferem no processo de purificagcdo das mesmas. A proteina expressa e secretada
no meio de cultivo possui poucos contaminantes, ja que E. coli nao secreta muitas
proteinas no meio de cultura; além disso, a célula nao precisa ser lisada para a
extragdo da proteina, facilitando o processo de purificagdo. Normalmente, as proteinas
secretadas no meio de cultivo sdo mais soluveis, relativamente livres de endotoxinas e
sdo menos prejudiciais a célula hospedeira. Em Escherichia coli ndo ha rotas
eficientes para a translocagdo da proteina através da membrana externa, sendo
assim, as proteinas podem ser exportadas para o periplasma, de onde passam para o
meio extracelular. Algumas sequéncias sinalizadoras sao utilizadas para a exportagao
das proteinas para o espaco periplasmatico, de onde podem ser secretadas por
transporte passivo para o meio de cultivo, tais como PhoA, OmpA, OmpT e OmpF
(nativas de E. coli), pelB (nativo de Erwinia carotovora), entre outras (SHOKRI et al.,
2003; KHUSHOO et al., 2004, MERGULHAO et al, 2005, SORENSEN E
MORTENSEN, 2005). Apesar de detalhes sobre o direcionamento para o meio
extracelular ndao serem completamente esclarecidos, acredita-se que as proteinas
sejam secretadas do periplasma para o meio de cultivo por transporte passivo através
das estruturas da membrana desestabilizadas (SORENSEN E MORTENSEN, 2005).

Com o intuito de aumentar o rendimento da proteina recombinante é possivel
aumentar a densidade celular no cultivo. Para tanto algumas variaveis do processo
devem ser estudadas e manipuladas, como: temperatura, composicdo do meio de
cultivo, modo de operacao do biorreator e aeracao (HANNING E MAKRIDES, 1998;
BANEYX, 1999; JANA E DEB, 2005; SORENSEN E MORTENSEN, 2005; PETI E
PAGE, 2007; TRIPATHI et al., 2009, LARENTIS et al., submetido). Além disso, uma

questao importante para producdo em altas densidades celulares e superexpressao de
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proteinas, utilizando vetores de expressao, é a estabilidade plasmidial. Esta questao

sera discutida com detalhes no préoximo item.

2.3.2 Estabilidade plasmidial

Uma das questbes mais importantes no processo de producido de proteinas
recombinantes é a estabilidade plasmidial, particularmente em larga escala, quando é
preciso manter os altos rendimentos de produto na producgéao industrial (GUPTA et al.,
1995; TRIPATHI et al., 2009; EINSFEDLT et al., 2011; LARENTIS et al., submetido).
Existem dois tipos de instabilidade plasmidial: a instabilidade estrutural e a segregagéao
plasmidial. A instabilidade estrutural é caracterizada por alteragcées nas estruturas do
plasmideo, ocorrendo alteragdes na sequencia de nucleotideos, inser¢des, delegcbes
ou rearranjos no DNA. A segregacao plasmidial é caracterizada pela perda do
plasmideo durante a divisdo celular (GUPTA et al., 1995; FRIEHS, 2004; SILVA et al.,
2012). Neste processo, a taxa de crescimento especifico de células sem plasmideo &
maior quando comparado a de células com plasmideo, fazendo com que as células
que perdem o plasmideo tornem-se dominantes no cultivo. Uma vez que a
manutencdo do plasmideo dentro das células filhas é essencial para manter a
produtividade da proteina recombinante (TRIPATHI et al., 2009), a perda do plasmideo
pode afetar drasticamente esta produtividade (FRIEHS, 2004). Segundo FRIEHS
(2004), nenhuma concluséo real pode ser feita sobre a produtividade da proteina
recombinante sem um estudo para determinar a estabilidade plasmidial no processo.
Na literatura, na maioria das vezes, a expressao “instabilidade plasmidial” se refere a

segregacao plasmidial (FRIEHS, 2004), o que ocorrera também neste trabalho.

A estabilidade plasmidial é influenciada por muitos fatores, como a taxa de
crescimento celular, o numero de cépias do plasmideo, o tamanho do inserto e do
plasmideo, o nivel de expressao da proteina recombinante e a toxicidade da proteina
recombinante. Além disso, o meio de cultivo utilizado, a concentragcao de oxigénio
dissolvido, o pH, a temperatura, o tipo e a concentragdo de indutor, € o modo de
operagao do cultivo podem afetar de maneira significativa a estabilidade plasmidial
(GUPTA et al., 1995; FRIEHS, 2004; XU et al, 2006; TRIPATHI et al., 2009;
EINSFELDT, 2010; POPQV et al., 2011; EINSFELDT et al., 2011).

Os plasmideos conferem uma carga metabdlica elevada ao hospedeiro, uma
vez que ocorre uma demanda energética na célula, além das fungdes metabdlicas

normais, para replicar o plasmideo e expressar os genes nele contidos (PALOMARES
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et al., 2004). Alguns autores afirmam que a carga metabdlica imposta a célula pelo
plasmideo é um dos fatores responsaveis pela instabilidade plasmidial (CORCHERO E
VILLAVERDE, 1998; SILVA et al., 2012). Alguns estudos mostram que ocorre uma
diferengca no nivel de expressao de diversos genes entre células de E. coli com
plasmideo e sem plasmideo, como genes envolvidos na sintese e metabolismo de
aminodacidos e proteinas, no metabolismo de carboidratos e genes de proteinas de
choque térmico (SILVA et al., 2012). Ha também a questdo de numero de cépias do
plasmideo por célula. Alguns autores afirmam que plasmideos de alto niumero de
copias por célula favorecem a estabilidade plasmidial, visto que aumentam as chances
de pelo menos um plasmideo estar presente na célula (FRIEHS, 2004). Ja outros
autores relatam que a presenga de muitas copias de plasmideo por célula pode
aumentar a perda do plasmideo (BANEYX, 1999). O tamanho do plasmideo também
influencia na segregacdo plasmidial, sendo que plasmideos maiores podem
apresentar maior instabilidade (FRIEHS, 2004).

A composicdo do meio de cultivo também afeta a estabilidade plasmidial.
Alguns autores afirmam que meios de cultura mais complexos diminuem a estabilidade
plasmidial (GUPTA et al., 1995), que a adigéo de extrato de levedura diminui e que
cultivos em meios minimos apresentam maior estabilidade plasmidial que aqueles em
meios com aminoacidos (FRIEHS, 2004). No entanto, em seus estudos, GOYAL et al.
(2009) observaram que a adigdo de extrato de levedura e triptona ndao causou o
aumento da segregacgao plasmidial. A concentragdo de oxigénio dissolvido também
pode influenciar na segregacgao. A diminuicdo da concentracdo de oxigénio dissolvido
leva a uma diminuicdo da estabilidade plasmidial (FRIEHS, 2004, SILVA et al., 2012),
visto que a diminuicdo da concentracido de oxigénio no meio diminui a geragcado de
energia pelo catabolismo celular e pode afetar a replicagéo e particao do plasmideo.
Isso ocorre porque a replicacao e a transcricao de um plasmideo com multiplas cépias

requer uma grande quantidade de energia (LARENTIS et al., 2006).

Além do oxigénio dissolvido, o pH também pode afetar a estabilidade
plasmidial. Meios de cultura com pH baixo causam estresse as células e desta forma
contribuem para diminuir a estabilidade plasmidial (SILVA et al., 2012). Sabe-se
também que é possivel melhorar a estabilidade plasmidial diminuindo a taxa especifica
de crescimento celular, o que pode ser alcangado através da diminuicdo da
temperatura ou pela substituicdo da fonte de carbono do meio de cultivo (SELVAMANI

et al., 2014). Além disso, quando o cultivo de células é realizado em alta densidade
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celular ou de forma continua, a instabilidade plasmidial tende a aumentar (BANEYX,
1999).

A inducao da expressao da proteina € um dos principais fatores que diminuem
a estabilidade plasmidial, aumentando a segregacgéo plasmidial, provavelmente devido
a sobrecarga metabdlica imposta a célula e aos possiveis efeitos toxicos da proteina
para a célula (FRIEHS, 2004; XU et al., 2006; EINSFELDT, 2010; EINSFELDT et al.
2011). Em seus estudos, XU et al. (2006) e EINSFELDT et al. (2011) mostraram que a
instabilidade plasmidial depende mais da indugdo em si do que da presenga do
antibiotico no meio de cultivo. EINSFELDT et al. (2011) mostraram que a estabilidade
de um plasmideo da familia pET foi influenciada negativamente pela concentragao de
IPTG na faixa de 0,1 a 1 mM e nao sofreu influéncia da concentragdo de antibidtico
(nas concentragdes de 0-50 ug/mL). Além disso, alguns autores afirmam que o indutor
utilizado influencia na estabilidade do plasmideo, sendo que a indugcdo com IPTG

apresenta maior perda do plasmideo que aquela feita com lactose (FRIEHS, 2004).

Durante a producédo de proteinas recombinantes, muitas vezes, antibiéticos sdo
utilizados no meio de cultivo para exercerem pressao seletiva sobre as células
(BANEYX, 1999; FRIEHS, 2004; TRIPATHI et al., 2009), mantendo no cultivo,
teoricamente, apenas as células com o plasmideo que possui 0 gene de resisténcia ao
antibiético. No entanto, a perda plasmidial pode ocorrer mesmo na presenca de
antibidtico (pressao seletiva), por degradagao ou esgotamento do antibiético do meio
de cultivo, ou por algum outro mecanismo ainda ndo compreendido (EINSFELDT,
2010; EINSFELDT et al., 2011). Durante longos periodos de cultivo deve-se levar em
consideracao a estabilidade do antibiético em questdo e sua alimentagcao durante o
cultivo para manter a estabilidade do plasmideo (TRIPATHI et al., 2009). Um dos
problemas do uso de antibidtico € a contaminagcdo da biomassa e do produto
(BANEYX, 1999; FRIEHS, 2004; EINSFELDT et al., 2011). Em processos industriais, a
utilizacao de antibiéticos acontece nos pré-indculos e o cultivo principal, normalmente,
€ realizado sem a adicao de antibidticos (TRIPATHI et al., 2009).

2.3.3 Meios de cultura para cultivos de Escherichia coli: complexos e quimicamente

definidos

Na producdo de proteinas recombinantes, a composicdo do meio de cultivo
tem grande influéncia sobre o metabolismo de E. coli e sobre a expresséo da proteina

recombinante (TRIPATHI et al., 2009). Os meios de cultivo sdo divididos entre
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complexos e quimicamente definidos (MADIGAN et al., 2010), sendo que o
crescimento da bactéria pode ser realizado utilizando estes dois tipos de meio de
cultivo (TRIPATHI et al., 2009). Os meios de cultivo complexos s&o compostos por
digestos de produtos animais ou vegetais, como extrato de levedura, caseina digerida,
extrato de carne, peptona, entre outros. Neste tipo de meio de cultivo ndo se tem o
controle preciso da composigdo do meio de cultivo. Ja os meios de cultura definidos
tem sua composicdo exata conhecida, uma vez que sdo compostos por quantidades
exatas de compostos quimicos organicos ou inorganicos, e sua composi¢ao pode ser
reproduzida fielmente (SCHMIDELL et al., 2001; MADIGAN et al., 2010).

Como mencionado no paragrafo anterior, os meios de cultura complexos
contém como fonte de nitrogénio e carbono algum substrato complexo, como extrato
de levedura ou caseina digerida (STUDIER, 2005; TRIPATHI et al., 2009). Este tipo de
meio suporta o crescimento de varias cepas de E. coli e, além disso, o crescimento
ocorre normalmente mais rapido que em meios definidos. Uma das desvantagens da
utilizacdo destas fontes complexas de nutrientes é a oscilagdo que ocorre de um lote
para outro do substrato e a falta de controle dos componentes presentes no meio de
cultivo (STUDIER, 2005; FONTANI et al., 2003; LARENTIS et al., submetido). Alguns
meios de cultura complexos utilizados para o crescimento de E. coli sdo: Luria-Bertani
(LB), Terrific Broth (TB), Super broth (SB), que sao compostos por triptona ou peptona
e extrato de levedura em diferentes concentragdes e com diferentes sais (SEZONOV
et al., 2007; TRIPATHI et al., 2009; LARENTIS et al., submetido). Quando se trata da
adicao de extrato de levedura ao meio de cultivo, alguns autores afirmam que uma das
vantagens da presenca deste substrato € que pode ocorrer a redugéo da produgao de
acido aceético pelas células e a diminuicdo do efeito inibitério deste metabdlito sobre a
bactéria (TRIPATHI et al., 2009). Outra vantagem seria que as concentragdes
utilizadas de extrato de levedura, assim como de peptona e alguns sais, podem
aumentar a producdo das proteinas recombinantes (PAPANEOPHYTOU E
KONTOPIDIS, 2014), no entanto, isto depende da proteina e da cepa empregada
como hospedeiro, pois o resultado ndo é necessariamente 0 mesmo para todos os
sistemas recombinantes (LARENTIS et al, 2012; MARINI et al., 2014; LARENTIS et

al., submetido)

Quando se trata de meios quimicamente definidos, normalmente, o
crescimento celular € mais lento quando comparado a meios complexos, no entanto,
este tipo de meio de cultura possibilita um melhor controle e monitoramento do

processo (TRIPATHI et al., 2009), evitando a presenga de componentes que podem
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estar em concentragdes inibitorias para o metabolismo da E. coli ou para a expressao
da proteina recombinante (FONTANI et al., 2003; NICCOLAI et al., 2003; LARENTIS
et al., submetido). Desta forma, os meios de cultivo definidos s&o utilizados
frequentemente para obter altas densidades celulares, pois é possivel um 6timo
controle dos nutrientes durante o processo. Outra vantagem da utilizagdo do meio
definido surge no momento da purificagéo, que é facilitada neste caso (TRIPATHI et
al., 2009).

Uma das fontes de carbono que podem ser utilizadas em meios definidos para
suportar o crescimento de E. coli é a glicose. A utilizacdo de glicose apresenta
algumas vantagens, mas também algumas desvantagens. O uso de glicose previne a
expressao da proteina antes da indugdo, mas também impede a indu¢do quando esta
€ realizada pela lactose. O uso de glicose em excesso pode fazer com que o cultivo se
torne tdo acido que o crescimento seja interrompido (STUDIER, 2005, LARENTIS et
al., submetido). Como fonte de carbono e energia, E. coli também é capaz de utilizar o
glicerol (STUDIER, 2005; SELVAMANI et al., 2014). Uma das principais vantagens
que o glicerol apresenta sobre a glicose é que sua presenga ndo impede a indugédo da
expressao da proteina pela lactose (STUDIER, 2005). O glicerol é transportado para
dentro membrana citoplasmatica com o auxilio da proteina GIpF. Dentro do
citoplasma, o glicerol pode ser utilizado por duas rotas diferentes dependendo das
condigdes do crescimento (SELVAMANI et al., 2014). A rota preferencial na bactéria é
a seguinte: a molécula de glicerol é fosforilada pela glicerol quinase (GlpK), gerando L-
glicerol-3-fosfato, e esta molécula é entdo oxidada a diidroxiacetona fosfato (DHAP)
por uma desidrogenase (GlpD em condigdes aerdbicas e GIpABC na falta de
oxigénio). A molécula DHAP ¢é entao transformada em gliceraldeido-3-fosfato (GA3P)
pela acao da enzima triose fosfato isomerase (TpiA). O GA3P é entado oxidado através
da via glicolitica. Sabe-se que na auséncia da enzima TpiA, o composto DHAP é

transformado em um composto toxico para a célula (SELVAMANI et al., 2014)

Como ja apontado, os nutrientes presentes no meio de cultivo podem inibir o
crescimento a partir de certas concentragdes. As concentragdes a partir das quais o
crescimento de E. coli é inibido, segundo RIESENBERG (1991), sdo apresentadas na
tabela 2.4.
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Tabela 2.4 Concentragdes de inibicado do crescimento de Escherichia coli (adaptado

de RIESENBERG, 1991).

Composto Concentragao
Glicose 50 g/L
Ambnia 3g/L
Foésforo 10 g/L

Magnésio 8,7 g/lL

Molibdénio 0,8 g/L

Boro 44 mg/L
Cobre 4,2 mg/L

Manganés 68 mg/L

Cobalto 0,5 mg/L
Zinco 38 mg/L
Ferro 1,15 g/L

Algumas modificagdes nos meios de cultivo podem aumentar a produgéo de
proteina. Como exemplo é possivel mencionar a adigcdo de glicina, que aumenta a
liberagdo de proteinas do periplasma para o meio de cultivo sem causar lise celular
(TRIPATHI et al., 2009). Outro exemplo é a adicdo de altas concentragdes de poliois
no cultivo, o que pode auxiliar na diminuicdo da formacao de agregados de proteinas
que sao secretadas no periplasma (PAPANEOPHYTOU E KONTOPIDIS, 2014).

2.3.4 Planejamento de experimentos e modelagem matematica de processos com

células recombinantes

Durante a producgdo de proteinas recombinantes muitas variaveis influenciam
no processo. Quando se trata de escala industrial estas variaveis sdo ainda mais
numerosas, por isso € de extrema importancia conhecer muito bem o processo e suas
variaveis, a fim de obter reprodutibilidade e maximizar a producédo de forma a tornar o
processo economicamente rentavel. Para obter informagbes sobre o processo de
producao de uma proteina recombinante, assim como realizar o controle, otimizacao e

aumento de escala deste processo, as técnicas de planejamento de experimentos e a
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modelagem matematica se tornam ferramentas poderosas e imprescindiveis
(LARENTIS et al., submetido).

Assim como mencionado anteriormente, as variaveis que influenciam na
expressao de proteinas recombinantes sdo numerosas e interagem umas com as
outras. E comum, na area de expressdo de proteinas recombinantes, os fatores que
influenciam no processo serem avaliados variando um fator por vez (SWALLEY et al.,
2006; EINSFELDT et al., 2011; PAPANEOPHYTOU E KONTOPIDIS, 2014, MARINI et
al., 2014, LARENTIS et al., submetido). Entretanto, esta estratégia acarreta em um
numero elevado de experimentos, ndo permite avaliar as interagdes entre as variaveis
(RODRIGUES E IEMMA, 2005; PAPANEOPHYTOU E KONTOPIDIS, 2014) e pode
nao levar ao ponto de maximo dentro das faixas estudadas (MANDENIUS E
BRUNDIN, 2008; LARENTIS et al., submetido). A estratégia de variar um fator por vez,
na expressdo de proteinas recombinantes, tem sido substituida recentemente por
técnicas de planejamento de experimentos (PAPANEOPHYTOU E KONTOPIDIS,
2014; LARENTIS et al., submetido). O planejamento de experimentos é considerado
uma importante e poderosa ferramenta para otimizagéo de processos (ILZARBE et al.,
2008). Estas técnicas apresentam varias vantagens sobre a estratégia de variar um
fator por vez (PAPANEOPHYTOU E KONTOPIDIS, 2014), como a redugao do numero
de experimentos envolvidos (RODRIGUES E IEMMA, 2005; MANDENIUS E
BRUNDIN, 2008; PAPANEOPHYTOU E KONTOPIDIS, 2014; LARENTIS et al.,
submetido), redugdo do tempo dispendido e do custo final do processo, analise de
interacOes e de varios fatores simultaneamente, avaliacdo dos erros experimentais, e
ainda sao capazes de otimizar mais de uma variavel ao mesmo tempo (RODRIGUES
E IEMMA, 2005; LARENTIS et al., submetido).

Sao varias as técnicas de planejamento de experimentos que existem. Em
problemas de engenharia as principais técnicas utilizadas sao: planejamentos fatoriais
completos e fracionados, delineamento composto central (metodologia de superficie
de resposta), Placket-Burmann e Matrix ortogonal de Taguchi (ILZARBE et al., 2008).
Apesar das técnicas de planejamento de experimentos permitirem sua utilizacao
separadamente é frequente a utilizagcao destas técnicas em estratégias sequenciais de
dois ou mais planejamentos (RODRIGUES E IEMMA, 2005). Normalmente, o primeiro
passo em planejamento de experimentos comeg¢a com uma primeira investigagao das
variaveis com efeito significativo, para isso podem ser utilizados planos como os
fatoriais fracionados ou Placket-Burmann, por exemplo. Apdés a determinagdo das

variaveis significativas é realizado um planejamento completo, como o delineamento
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composto central, para a otimizagdo das variaveis dentro das faixas estudadas
(MANDENIUS E BRUNDIN, 2008; PAPANEOPHYTOU E KONTOPIDIS, 2014).

Como citado anteriormente, os planejamentos fatoriais e fatoriais fracionados
estdo entre as principais técnicas de planejamento de experimentos utilizados em
problemas de engenharia (ILZARBE et al., 2008). Planejamentos fatoriais envolvem
combinagbes entre os niveis de duas ou mais variaveis independentes. Sao
considerados fatoriais completos aqueles em que ocorrem todas as possiveis
combinagbes entre os niveis de cada variavel independente, caso todas as
combinagbes possiveis ndo ocorram, chamamos de fatoriais fracionados. A técnica
que sera utilizada neste trabalho, o planejamento fatorial fracionado, permite calcular
os efeitos principais das variaveis e indica quais as varidveis sao significativas
estatisticamente e devem ser incluidas nos planejamentos seguintes para a otimizagao
do processo (RODRIGUES E IEMMA, 2005; MARINI et al, 2014).

Como mencionado anteriormente, o planejamento de experimentos tem sido
recentemente utilizado para avaliagcdo de variaveis envolvidas nos processos de
producao de proteinas recombinantes, bem como, na otimizacdo de tais processos.
Neste campo, estas técnicas tém sido utilizadas para avaliagdo da composicdo dos
meios de cultura (NIKEREL et al,, 2005; NIKEREL et al., 2006; REN et al., 2006;
ZHANG et al., 2006; LARENTIS et al., 2012; MARINI et al., 2014) e para as variaveis
envolvidas na inducdo, como temperatura, tempo poés-indugao, concentracio celular,
concentragdo do indutor e cepa empregada na expresséo (LEON et al., 2004; WANG
et al., 2005; CAO et al., 2006; SWALLEY et al., 2006; MALDONADO et al., 2007;
ISLAM et al., 2007; LO et al., 2007, EINSFELDT, 2010; LARENTIS et al., 2011b;
EINSFELDT et al., 2011; LARENTIS et al., 2011a; MOURA et al., 2012; MARINI et al.,
2014). No entanto, a utilizacao das técnicas de planejamento de experimentos ainda
nao é um procedimento usual para avaliagdo das variaveis citadas acima e de outras
envolvidas no processo de produgcido de proteinas recombinantes, e seu potencial

pode ser mais bem explorado (LARENTIS et al., submetido).

A utilizacdo de modelos matematicos para a representacdo de processos
recombinantes € uma ferramenta de grande utilidade na analise do desempenho,
controle, otimizagdo e aumento de escala do processo. Esta ferramenta pode ser
empregada em qualquer fase do processamento, desde a formulagdo do meio
reacional até as etapas finais de separacao e purificacao de produtos. A instabilidade

plasmidial € um dos principais problemas na producido de proteinas recombinantes
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utilizando E. coli como sistema de expressao (GUPTA et al., 1995; FRIEHS, 2004), e
por isso deve ser considerada no desenvolvimento de modelos matematicos destes
processos. IMANAKA E AIBA (1981) foram os primeiros a modelar o fenbmeno da
instabilidade plasmidial, considerando que as células perdem plasmideo durante uma

divisdo celular com uma probabilidade “p”. Desta forma o balango de massa para as

células é descrito pelas equacdes (2.1) e (2.2).

+
X —p)pt X (2.1)
dt
%:p.p+.x++p_.x_ (22)

onde t € o tempo de operacdo (h), X é a concentragdo de células (g/L), p é o
coeficiente de segregacdo (adimensional), 1 é a taxa especifica de crescimento (h™") e

0s superescritos + e — denotam células com e sem plasmideo, respectivamente.

A modelagem matematica de culturas recombinantes abordando o fenémeno da
estabilidade plasmidial tem sido feita de forma estruturada e nao-estruturada, e é
possivel encontrar varios trabalhos que descrevem diferentes modelos para processos
recombinantes prevendo a instabilidade plasmidial (LEE et al., 1988; BENTLEY E
KOMPALA, 1989; BENTLEY E KOMPALA, 1990; HORTACSU E RYU, 1991; MIAO E
KOMPALA, 1992; MOSRATI et al., 1993; BAHERI et al., 2001, GUPTA et al., 2001;
SHENE et al., 2003; GANDURI et al., 2005; MATHUR E CHAND, 2009; POPOV et al.,
2011). No entanto, os trabalhos nao consideram os efeitos do oxigénio dissolvido para
o desenvolvimento dos modelos e também nao consideram o efeito da presenca de
antibiético no meio de cultivo. Além disso, sédo raros os trabalhos que modelam a
producao de proteina, consumo de substrato e crescimento celular ao mesmo tempo.
O desenvolvimento de um modelo matematico para processos com células
recombinantes abordando o fendmeno da estabilidade plasmidial, prevendo a
producdo de proteina, crescimento celular, consumo de substrato, efeito do oxigénio
dissolvido e do antibidtico comegou a ser desenvolvido por nosso grupo de pesquisa
em 2006 e foi utilizado para fins didaticos em um curso sobre bioprocessos com
células recombinantes (LARENTIS et al., 2006). Nesta tese ele servira de base para o
desenvolvimento de um modelo matematico capaz de representar o processo de

produgdo de L-asparaginase recombinante.

Outra questdo importante no desenvolvimento de processos com células
recombinantes é a ampliacdo de escala. Quando ocorre a passagem de cultivos em

frascos agitados para biorreatores pode ocorrer uma diminuicdo no rendimento de
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producdo da proteina recombinante (GOYAL et al.,2009), sendo importante estudar e
adequar os componentes do meio de cultivo e os pardmetros do biorreator para
manter os niveis de producéo de proteina (ROTH ef al., 2013). Além disso, quando se
trata de ampliar a escala de processos com células recombinantes & preciso prestar
atencdo nos principais obstaculos presentes, como a instabilidade plasmidial, a
diminuicdo da qualidade da mistura dentro do vaso do biorreator, o aumento da
exposicdo das células ao estresse e possiveis mudancas metabdlicas (SCHMIDT,
2005). O problema da redugédo da mistura pode aumentar muito quanto mais forem
aumentadas as dimensdes do biorreator, aumentado os gradientes, opostos, de
substrato e oxigénio, quando € realizada a alimentagdo de substrato no topo e de
oxigénio na parte inferior. As células no topo do biorreator sofrem com o excesso de
substrato e ao mesmo tempo com a limitacdo de oxigénio enquanto as células na base
estdo em situacao oposta. Esta situagdo acarreta mudangas metabdlicas importantes.
O excesso de glicose aumenta a formagdo de acetato, enquanto a limitagdo de
oxigénio leva a formacgado de outros produtos também prejudiciais ao cultivo, além
disso, estas mudangas também podem afetar a estabilidade plasmidial (SCHMIDT,
2005; CASCAVAL et al., 2011). A estabilidade plasmidial € um dos mais importantes
problemas do aumento de escala de processos com células recombinantes (LEE ef al.,
1988; GANDURI et al., 2005; SCHMIDT, 2005). A produtividade de um biorreator com
células recombinantes depende muito da capacidade da célula conseguir propagar o

plasmideo para as células-filha durante a duplicacdo (GANDURI et al., 2005).

Para realizar a ampliagdo de escala € necessaria a escolha de um ou mais
parametros e coeficientes envolvidos na mistura, aeracédo, transferéncia de oxigénio e
calor, para serem as variaveis de escalonamento, ou seja, serem mantidos constantes.
Estas variaveis de escalonamento podem ser utilizadas sozinhas, combinadas umas
com as outras ou com outras variaveis relevantes do processo. Algumas destas
possiveis variaveis de escalonamento sdo o coeficiente volumétrico de transferéncia
de oxigénio (kla), a poténcia por unidade de volume (P/V), velocidade periférica (que
relaciona a velocidade de agitagdo com o didmetro do impelidor), tempo de mistura,
numero de Reynolds (Re), taxa de aeragdo (vvm), coeficiente de transferéncia de
calor, entre outros. Dentre estes parametros o kla € o mais frequentemente utilizado
(SCHMIDT, 2005; GARCIA-OCHOA E GOMEZ, 2009).
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3 METODOLOGIA

3.1 Analises utilizando bioinformatica

Neste item, além de descrever as analises realizadas com a sequéncia do gene
que codifica a proteina L-asparaginase de Zymomonas mobilis, também serao

descritos alguns termos das ferramentas de bioinformatica utilizadas neste trabalho.

Primeiramente, a sequéncia de nucleotideos e aminoacidos da proteina
L-asparaginase pertencentes a cepa Z. mobilis foi buscada no GenBank, um banco de
dados onde se encontram sequéncias publicas disponiveis de nucleotideos e
proteinas, sendo que este pode ser acessado pelo sitio do NCBI (National Center for
Biotechnology), http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. A sequéncia do gene encontrada foi
utilizada para a realizagdo de um multiplo alinhamento através do programa CLUSTAL
W (THOMPSON et al.,, 1994), capaz de fazer alinhamentos globais de multiplas
sequéncias. O gene ans (asparaginase) de Z. mobilis foi alinhado com genes de L-
asparaginases que apresentam atividade antileucémica e com genes sem esta
atividade. Este multiplo alinhamento foi realizado com o objetivo de identificar o
percentual de identidade e similaridade entre a sequéncia de Z. mobilis e outras
sequéncias que ja sdo utilizadas no tratamento da Leucemia linfoblastica aguda (LLA),
assim como identificar o grau de conservacdo entre estes genes e também a

conservacao dos seus sitios ativos.

O tamanho, massa molecular e ponto isoelétrico da proteina foram estimados
através do programa Compute pl/Mw tool, o qual estd disponivel no sitio
http://web.expasy.org/compute_pi/. As possiveis sequéncias sinalizadoras (peptideos
sinais) presentes na proteina foram verificadas através do programa SignalP 3.0. Este
programa permite fazer predicdes de peptideos sinais e da localizagdo do sitio de
clivagem entre a proteina e o peptideo sinal, de micro-organismos gram-negativos,
gram-positivos e eucariotos, utilizando combinag¢des de redes neurais e de modelos
escondidos de Markov (BENDTSEN et al., 2004). Para verificar possiveis regides
transmembranares foi utilizado o programa TMHMM Server v2.0. Para avaliar a
presenca de regides transmembranares é realizada uma predicdo de regides

hidrofébicas na sequéncia de aminoacidos da proteina.
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3.2 Meios de cultura

Neste trabalho foram utilizados meio de cultura complexo e meio quimicamente
definido. O meio de cultura complexo utilizado foi o LB (Luria-Bertani) (Sigma),
composto por 5g/L de extrato de levedura, 10g/L de triptona e 10g/L de NaCl. O meio
de cultura quimicamente definido foi baseado no meio descrito por KORZ et al. (1995).
Os componentes utilizados no meio de cultura e suas composi¢des sao apresentados

na tabela 3.1.

Tabela 3.1 Composicdo do meio de cultura quimicamente definido

Compostos Concentracao (g/L)
Glicerol 30
KH,PO, 13,3

(NH4),HPO, 4

MgSO,.7H,0 1,2

Acido Citrico 1,7

EDTA 0,0084

CoCl,.6H,0 0,0025

MnCl,.4H,0 0,015

CuCl,.2H,0 0,0015

H;BO3 0,003
Zn(CH,;C00),.2H,0 0,013
NaMoO,4.2H,0 0,0025
FeCl, 0,11
Tiamina.HCI 0,0045

3.3 Clonagem de L-asparaginase de Zymomonas mobilis em Escherichia coli

3.3.1 Sintese do gene de L-asparaginase de Zymomonas mobilis

O gene de L-asparaginase de Z. mobilis utilizado neste trabalho foi sintetizado
quimicamente pela empresa Epoch Life Science Inc. O desenho do gene foi realizado
a partir da sequéncia de 1101 nucleotideos do gene da cepa
Z. mobilis CP4 (ATCC 31821), sendo retirados os nucleotideos que codificam os
primeiros 29 aminoacidos desta sequéncia, ja que estes fazem parte de uma
sequéncia sinalizadora (peptideo sinal). A sequéncia do gene que codifica a proteina

sem o peptideo sinal foi adicionada uma sequéncia de nucleotideos que codificam seis
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histidinas, permitindo a expresséo da proteina fusionada com uma cauda de histidina
na sua extremidade N-terminal para facilitar posterior purificagcdo por coluna de
afinidade com niquel. Também foram adicionados nucleotideos que codificam a
sequéncia de aminoacidos: Asp-Asp-Asp-Asp-Lys, um sitio de clivagem da enzima
enteroquinase, para posterior retirada da cauda de histidina, isto porque, existem
discussbes na literatura sobre uma possivel inteferéncia da cauda de histidina em
produtos para uso humano (LARENTIS et al., 2011a). No entanto, as opinides sobre o

uso da cauda de histidina em produtos para uso humano ainda s&do muito divergentes.

Os cédons utilizados no gene sintético foram otimizados para os codons mais
frequentes utilizados por E. coli. O gene sintético flanqueado pelas enzimas de
restricao Ncol e Xhol foi inserido nos vetores pET26b e pET28a (Novagen). A
sequéncia do gene sintetizado pode ser visualizada na figura 3.1. O sequenciamento
dos vetores com o gene sintético, pET26b/ans e pET28al/ans, foi realizado pela

empresa Epoch Life Science Inc.

sitio de enterokinase
6 histidinas

[ Sitio de restrigao - Ncol ]

N—" /
CCATGGGCCACCATCATCATCACCACTCCAGCGGTCATATCGACGATGATGACAAAATGA

ACAATCAGGTTCACTCTATCCAAACTCTGCCGCGTATCCTGGTGCTGGCAACCGGCGGTA
CCATCTCTGGCAAGAAGAACGGCATGTCCGAAATTGGTTATAACGCAGGCGGTGTTACTG
GCAAGCAGCTGGTAGAAGACATTCCAGAACTGGCGAAACTGGCAGAAATCAACGTAGAGC
AGATCGCGAACATTGGTAGCCAGGACATGAACGATGCAATCTGGCTGCGCCTGGCGAAGC
GTATCCAGGATGCGGTAGCGCACAATGAAGCAGATGGCATCGTGATCACCCACGGTACCG
ATACTATGGAAGAAACCGCATTCTTCCTGGACACCGTTATTCGTACCGATAAACCGATCA
TCCTGACCGGTGCAATGCGTCCGTCCACCGCAATCGGTGCCGACGGTCCGGCTAACCTGT
ACGAAGCAATCGAAGTGGCAGCGACCCCGAAAGCAAAGGACCACGGTGTAATGATTGTTA
TGAACGATACCATTCATGCGGCGCGTTGGGCATCTAAGACCCACACTACTGCCGTAGAAA
CCTTCCAGTCTATCAACGCTGGCCCGATCGGTTATGTAGACCCGGCATCTGTTCGTTTCA
TTGAACCGAAGAAGCAGCCGGTTCCGTCCTATGGTCTGCCGACCACTGCCCCGCTGCCGG
CGGTGGAAATCCTGTATGCACACTCTGGCATGGGCGCTTCCATCATCAACGATCTGATTA
AAACCGGCGTAAAAGGCATCATTCTGGCAGGCGTGGGTGATGGTAACTCCTCTAAAGAAG
CAATGGCTGCACTGAACCTGGCGGTTAAACAAGGTGTGATTGTTGTACGTTCTAGCCGTA
CCGGTAGCGGTTTCGTAAACCGTAACGTTGAAGTAAACGACGATAAGAACGATTTTGTGG
TGAGCTATGACCTGAGCCCGCAGAAGGCTCGCATCCTGCTGCAAATCCTGATCGCCAATG
GCAAGAACAAGCTGAGCGATATCCAGAGCGCATTCGAAGCGGGTTTCTAACTCGAG

[~

[ Cédon de terminagao [Sitio de restricao - Xhol

i

(Asp-Asp-Asp-Asp-Lys-)

Figura 3.1 Sequéncia do gene sintetizado de L-asparaginase de Z. mobilis CP4.
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3.3.2 Vetores utilizados

Neste trabalho foram utilizados dois vetores diferentes, com o intuito de
expressar a proteina em compartimentos diferentes da célula e comparar suas
expressoes. Os vetores utilizados foram o pET28b (Novagen), para expressao
citoplasmatica, e o vetor pET26b (Novagen), para expressado extracelular. O vetor
pET26b possui uma sequéncia sinalizadora (peptideo sinal), pelB (nativo de Erwinia
carotovora), para exportar a proteina para o espaco periplasmatico, de onde podera
ser secretada para o meio de cultivo através de transporte passivo. Ambos os vetores
utilizam o promotor do bacteriéfago T7 RNA polimerase e marcador de resisténcia a
canamicina. O gene sintético flanqueado pelas enzimas de restricdo Ncol e Xhol foi
inserido nos vetores mencionados acima, sendo obtidos os vetores pET26b/ans e
pET28alans.

3.3.3 Células eletrocompetentes e cepas utilizadas

A cepa Escherichia coli DH5a (Invitrogen) foi utilizada como hospedeiro nas
rotinas de propagacgéo dos vetores e a cepa Escherichia coli BL21 (DE3) (Invitrogen)
foi empregada como hospedeiro nas rotinas de expressao da proteina. A cepa E. coli
DH5a é ideal para a propagagao do plasmideo, permitindo a replicagdo estavel de
plasmideos de alto numero de coépias. Ja a cepa E. coli BL21 (DE3) possui o gene que
codifica a T7TRNA polimerase sob controle do promotor /acUV5, o qual pode ser
induzido por IPTG ou lactose. Além disso, esta cepa é deficiente nas proteases lon e

OmpT, reduzindo a degradagéo das proteinas heterélogas expressas.

A transformagdo dos hospedeiros com os plasmideos pET26b/ans e
pET28b/ans foi realizada por eletroporacao das células. Para isso as células passaram
por um processo com lavagens sucessivas para a retirada do sal presente no meio de
cultivo. Para obter as células eletrocompetentes, uma colénia isolada foi inoculada em
meio LB (Luria-Bertani), e entdo, incubada a 37°C e 200 rpm por 16 horas. Depois
deste periodo, 2,5 mL deste pré-inéculo foi inoculado em 250 mL de LB e incubado a
37°C e 200 rpm até a biomassa atingir a fase exponencial de crescimento (AbSegoonm
aproximadamente 0,7). O cultivo foi colocado no gelo por 15 minutos e, logo apés,
centrifugado por 20 minutos a 4000 x g e 4°C. O sobrenadante foi descartado e as
células ressuspensas com o mesmo volume de agua ultrapura gelada. As células
lavadas foram novamente centrifugadas nas mesmas condi¢gdes anteriores. O

sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas delicadamente em 20 mL de
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agua ultrapura gelada. As células foram centrifugadas (nas mesmas condigdes) e o
sobrenadante descartado. Nesta etapa as células foram ressuspensas com 10 mL de
glicerol 10% gelado e centrifugadas por 15 minutos a 4000 x g e 4°C. Por fim, as
células foram ressuspensas em 1mL de glicerol 10% gelado. Esta disperséao de células
foi aliquotada em amostras de 100 uL, as quais foram congeladas rapidamente. As

aliquotas com as células eletrocompetentes foram estocadas a -80°C.

3.3.4 Transformacgéo de Escherichia coli

As células de E. coli eletrocompetentes preparadas foram utilizadas como
hospedeiros para os plasmideos pET26b/ans e pET28b/ans. A inser¢cdo destes
plasmideos nas células foi feita por eletroporacdo. O método da eletroporacao
consiste na insercdo do plasmideo na célula mediante um choque elétrico, o qual

produz rompimentos transientes na membrana celular.

Para a eletroporagéo foram misturados 1uL do plasmideo e 100 yL de E. coli
eletrocompetente. Cada mistura foi transferida para uma cubeta de 0,2 cm de distancia
entre os eletrodos, e entdo submetida a uma descarga elétrica, com voltagem de 2,5
kV, capacitancia de 25 uF e resisténcia de 200 Q em um eletroporador Gene Pulser®
[l (Bio-Rad). Apds o choque elétrico, rapidamente foram adicionados 1 mL de meio LB
e a mistura foi incubada a 37°C, sob agitagao de 200 rpm, por 1 hora. Depois deste
periodo, 100uL da mistura foi espalhada em placa LB agar contendo 50 pg/mL de
canamicina. As placas foram incubadas em estufa a 37°C por 16 horas. A placa com
antibidtico permitiu fazer a selegdo das colénias que foram transformadas com o

plasmideo contendo o gene de resisténcia a canamicina.

3.3.5 Selecao de clones e preparacéao de estoques em glicerol

A seleg¢do dos clones transformados com o plasmideo foi feita através do
espalhamento das células em meio LB agar com o antibiético canamicina. Algumas
coldnias presentes na placa foram selecionadas, e inoculadas em meio LB liquido com
50 ug/mL de canamicina e incubadas a 37°C e 200 rpm por 16 horas. A partir destes
cultivos foram feitos os estoques de glicerol (chamados de banco mae) para serem
armazenados a -80°C e as extragdes plasmidiais para a confirmagao dos clones. Os
estoques em glicerol foram preparados com 100 uL do cultivo e 100 pL de glicerol
50% estéril.
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3.3.6 Extragdo de DNA plasmidial

Para a extracdo de DNA plasmidial, foi utilizado o kit QIAprep Spin Miniprep
(Qiagen). Este sistema é baseado na separacado do DNA plasmidial através de uma
membrana de silica presente dentro de uma coluna. Para realizar as extragdes foram
utilizados 5 mL de um cultivo de 16 horas das células contendo o DNA plasmidial.
Para tanto, foram realizadas todas as etapas conforme protocolo do kit QlIAprep Spin
Miniprep (Qiagen) e o DNA foi isolado ha membrana de silica e posteriormente eluido
com 50 uL de agua ultrapura estéril. A solugdo contendo DNA plasmidial foi estocada
a -20°C.

3.3.7 Digestao plasmidial

Para a confirmacao dos clones, os plasmideos extraidos foram submetidos a
digestdo. Para a digestdao foi utilizada a enzima de restricao Xhol, que digere o
plasmideo na posi¢cdo 158, no final do gene da L-asparaginase, resultando em uma
banda com tamanho de 6301pb no caso do plasmideo pET28a/ans e 6368pb no caso
do plasmideo pET26b/ans. As reagdes de digestao foram realizadas utilizando 4 L da
extragao plasmidial (cerca de 320 ng de DNA), 4U de Xhol (New England Biolabs),
2 uL do Tampéo Buffer 4 (New England Biolabs), 0,2 uL de BSA (Albumina do soro
bovino) 100 mg/mL e o volume completado com agua ultrapura até 20 uL. As reagdes
de digestao foram incubadas a 37°C por 2 horas. A enzima foi inativada a 65°C por
20 minutos. As digestdes foram visualizadas através de eletroforese em gel de

agarose 1%, corado com brometo de etidio.

3.3.8 Preparacéo de lote de trabalho

Foram preparados lotes de trabalho dos clones E. coli BL21 (DE3) pET26b/ans
e E. coliBL21 (DE3) pET28a/ans a partir de uma aliquota do banco mae. A partir
destes lotes foram realizadas todas as expressdes da proteina L-asparaginase deste
trabalho. O lote de trabalho foi preparado a partir do estoque de glicerol chamado de
banco mée. As cepas foram crescidas em 10 mL de meio LB enriquecido com 1% de
glicose e 50 ug/mL de canamicina, a 37°C e agitagcdo de 200 rpm, até atingirem
Absgoonm de aproximadamente 1,0. Neste ponto foram preparadas varias aliquotas com
100 pL do cultivo e 100 uL de glicerol 50% estéril. As aliquotas (lote de trabalho) foram

estocadas a -80°C.
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3.4 Expressao de L-asparaginase de Zymomonas mobilis em Escherichia coli
3.4.1 Expressdo em frascos agitados

Um esquema geral dos procedimentos realizados na expressédo € mostrado na

figura 3.2.
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~1.0
(-80°C) . ¥
U [ R _ ‘( lAbséOOnm ﬁ
o=\ j ﬁ\‘

) \
\

Pré-inoculo \ Inducéo /

(LB + glicose + canamicina) c \
16h, 200rpm, 37°C — &D

il
e

\

Inéculo
(LB + glicose + canamicina)
200rpm, 37°C

SDS-PAGE

Expressao
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Células/Meio de cultivo

H ~__ l

Avaliacao da expressao
Células: Expressao intracelular
Meio de cultivo: Expresséo extracelular

Figura 3.2 Esquema dos procedimentos realizados nos experimentos de expresséo da
L-asparaginase em frascos agitados (adaptado de EINSFELDT, 2010).

Para fazer o pré-indculo, 10 yL de uma aliquota do lote de trabalho da bactéria
recombinante E.coli BL21(DE3)/pET26b/ans foi inoculado em 10 mL de meio LB com
1% de glicose e 50 pg/mL de canamicina. O pré-inéculo foi incubado por 16 horas a
37°C e 200 rpm, em frascos agitados de 50 mL. Apdés as 16 horas, o cultivo foi
preparado, em frascos de 250 mL, através do inéculo de 1 mL do pré-inéculo em 50
mL do meio LB com 1% de glicose e 50 pg/mL de canamicina. O cultivo foi incubado a
37°C e 200 rpm até atingir a fase exponencial de crescimento (Absgynm ~1,0). Neste
ponto, a expressédo da L-asparaginase foi induzida com 0,55 mM de IPTG. Amostras
do cultivo foram retiradas ao final de 4 horas de expressdo para andlise de
crescimento celular e producdo de proteina. Amostras de 30 mL dos cultivos de
E. coli BL21 (DE3) pET26b/ans foram centrifugadas por 20 minutos a 4000 x g e 4°C,
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sendo o sobrenadante utilizado para avaliar a expressdo da proteina. Amostras de
1 mL dos cultivos do clone E. coli BL21 (DE3) pET28a/ans foram centrifugadas por
10 minutos a 14000 x g e 4°C, sendo as células utilizadas para avaliar a expresséo da
proteina. A avaliagdo da expressdao da proteina foi realizada por SDS-PAGE
(LAEMMLI, 1970) e por atividade enzimatica. Os cultivos em frascos agitados foram

realizados em triplicata.

O clone E.coli BL21(DE3)/pET26b/ans também foi utilizado para expressar a
proteina através de indugdo por lactose ao invés de IPTG. Para fazer o pré-inéculo,
10 yL de uma aliquota do lote de trabalho da bactéria recombinante E.coli
BL21(DE3)/pET26b/ans foi inoculado em 10 mL de meio LB com 1% de glicose e
50 pug/mL de canamicina. O pré-indculo foi incubado por 16 horas a 37°C e 200 rpm,
em frascos agitados de 50 mL. Apds as 16 horas, o cultivo foi preparado, em frascos
de 250 mL, através do indculo de 1 mL do pré-inéculo em 50 mL do meio LB com
50 pug/mL de canamicina. O cultivo foi incubado a 37°C e 200 rpm até atingir a fase
exponencial de crescimento (Absewonm ~1,0). Neste ponto, a expressao foi induzida por
duas concentracdes de lactose diferentes. Em um experimento foi utilizada a indugao
com 2g/L de lactose e no outro experimento com 10g/L de lactose. Amostras do cultivo
foram retiradas, antes e ao final da expressdo, e centrifugadas por 20 minutos a
4000xg e 4°C, para avaliar a expressdo da proteina L-asparaginase no

sobrenadante. Estes experimentos foram realizados em triplicata.

3.4.2 Expressé&o em biorreatores com meio de cultura complexo

Nesta etapa do trabalho, as bactérias recombinantes
E. coliBL21 (DE3)/pET26b/ans e E. coli BL21 (DE3)/pET28a/ans foram cultivadas em
biorreatores Multifors 2 (INFORS HT) com 400 mL de meio LB suplementado com 1%
de glicose e 50 yg/mL de canamicina. A figura 3.3 mostra um esquema geral dos
experimentos de expressdo da proteina em biorreatores utilizando meio de cultura
complexo. Os cultivos foram mantidos a 37°C, com agitacdo entre 200 e 800 rpm,
mantendo pO2 minimo em 60%. O pH dos cultivos foi mantido em 7,0 através da
adicao de NaOH 2M e H;PO, 1M. Para fazer o pré-indculo, 10 uL de uma aliquota do
lote de trabalho das bactérias recombinantes foram inoculados em 10 mL de meio LB
com 1% de glicose e 50 pg/mL de canamicina. O pré-indculo foi incubado por 16 horas
a 37°C e 200 rpm, em frascos agitados de 50 mL. Os biorreatores foram inoculados
com 8 mL deste pré-indculo. A inducido da expressdo da proteina foi realizada com

0,55 mM de IPTG por 4horas a partir do final da fase exponencial de crescimento
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(Absgoonm aproximadamente 2,0). Foram realizadas amostragens a cada hora para
analisar o crescimento celular, concentracdo de acido acético, quantidade de L-
asparaginase e proteina total produzida. A expressao da proteina foi confirmada por
analise de atividade enzimatica. O crescimento celular foi avaliado através de
Absorbancia a 600nm e a concentracéo de acido acético foi avaliada por cromatografia

liquida de alta pressao (HPLC).
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400mL de LB Expressao
por 4 horas

Inéculo (2%viv)
1% de Glicose

50 pg/mL Canamicina

Figura 3.3 Esquema dos experimentos de expressao da proteina em biorreatores com
meio de cultura complexo

3.4.3 Expressao em biorreatores com meio de cultura definido

3.4.3.1 Cinética de crescimento

Nesta etapa do trabalho, a bactéria recombinante E. coli BL21
(DE3)/pET26b/ans foi cultivada em biorreatores com meio de cultura definido. Foram
realizados experimentos para determinagdo das fases de crescimento da bactéria
E. coli BL21 (DE3)/pET26b/ans em biorreator Multifors 2 (INFORS HT) com volume de
trabalho de 400 mL de meio de cultura definido. Este experimento foi realizado em
duplicata. Para tanto, 10 yL de uma aliquota do lote de trabalho da bactéria
recombinante E.coli BL21(DE3)/pET26b/ans foi inoculado em 10 mL de meio LB
enriquecido com 1% de glicose e 50 ug/mL de canamicina. Este pré-inéculo foi
incubado por 16 horas a 37°C e 200 rpm, em frascos agitados de 50 mL. Apds as
16 horas, o inéculo foi preparado, em frascos de 500 mL, com 2 mL do pré-inéculo em
100 mL do meio LB com 1% de glicose e 50 ug/mL de canamicina. O cultivo foi

incubado a 37°C e 200 rpm até atingir a fase exponencial de crescimento (AbSeoonm
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~1,0). Nesta fase as células foram centrifugadas por 20 minutos a 4000g e 30°C, e
ressuspensas no meio de cultura definido, apresentado na tabela 3.1, suplementado
com 50 yg/mL de canamicina, com volume necessario para que a suspensao celular
atingisse concentracéo de 1g/L. Esta suspensao celular foi utilizada para inocular o
biorreator, sendo o indculo 5% v/v do volume de trabalho do biorreator. No biorreator,
foi utilizado o meio de cultura descrito na tabela 3.1, acrescido de canamicina
(concentragao 50 ug/mL). O biorreator foi mantido a 37°C, com agitacao de 500 rpm e
vazao de ar de 0,4 L/min (taxa de aeragao de 1 vvm). O pH foi mantido em 6,7 através
da adicdo de NaOH 2M. Apéds o indculo foram retiradas amostras a cada hora para
andlise de crescimento celular através de Absgynm. A absorbancia foi convertida em
concentracao celular através de uma curva padrao. As amostras foram centrifugadas
em tubos de microcentrifuga por 10 minutos a 14000 x g e 4°C. O sobrenadante foi

utilizado para analisar glicerol e alguns metabdlitos por HPLC.

3.4.3.2 Planejamento de experimentos

Com o objetivo de conhecer melhor algumas variaveis do processo e aumentar
a produgdo da enzima foi realizado um planejamento de experimentos (fatorial
fracionado 2*' com adicdo de pontos centrais para avaliar os erros e a curvatura do
sistema). As variaveis independentes estudadas foram: temperatura de expresséo,
concentragdo de canamicina, concentracdo de lactose e absorbancia de indugao. A
matriz do planejamento fatorial utilizado neste estudo é mostrada na tabela 3.2. Foram
realizados 12 experimentos, sendo 4 réplicas no ponto central. Os 12 experimentos do
planejamento foram realizados com o clone E. coliBL21 (DE3)/pET26b/ans em
biorreatores Multifors 2 (INFORS HT) com volume de trabalho de 400mL. O pré-
indculo foi realizado da mesma forma que o pré-inéculo da cinética de crescimento. O
indculo foi preparado, em frascos de 500 mL, com 2 mL do pré-inéculo em 100 mL do
meio LB com 1% de glicose e 50 pg/mL de canamicina. O cultivo foi incubado a 37°C e
200 rpm até atingir a fase exponencial de crescimento (Absgyonm ~1,0). Nesta fase as
células foram centrifugadas por 20 minutos a 4000 x g e 30°C, e ressuspensas com
volume de meio necessario para que a suspensao celular atingisse concentragcao de
1g/L. Para isso foi utilizado o meio de cultura quimicamente definido (tabela 3.1),
suplementado com canamicina para atingir concentragdo de acordo com o0s
experimentos do planejamento (tabela 3.2). Esta suspenséao celular foi utilizada para
inocular o biorreator, sendo o inéculo 5% v/v do volume de trabalho do biorreator. Nos
biorreatores foi utilizado o meio de cultura descrito na tabela 3.1 acrescido de

canamicina com concentracdo variando de acordo com os experimentos do
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planejamento fatorial fracionado (tabela 3.2). Em todos os experimentos o biorreator
foi mantido a 37°C (antes da indugdo), com agitacdo de 500 rpm e vazado de ar de
0,4L/min (taxa de aeragao de 1 vvm). O pH foi mantido em 6,7 através da adigéo de
NaOH 2M. A indugdo da expressdo da proteina recombinante foi realizada com
lactose quando o cultivo atingiu a absorbancia (Abs600nm) desejada, de acordo com
cada experimento do planejamento (tabela 3.2). A concentragao de lactose utilizada
também variou de acordo com os experimentos do planejamento (tabela 3.2). A partir
da indugdo a temperatura do biorreator foi alterada de acordo com o planejamento
fatorial (tabela 3.2). Foram retiradas amostras apos 4horas e 16 horas de inducéo.
Foram avaliadas as variaveis dependentes: concentragao celular, L-asparaginase, e

fracao de células com plasmideo (estabilidade plasmidial).

Tabela 3.2 Tabela com as condigdes dos experimentos do planejamento fatorial
fracionado 2" com adicdo de pontos centrais (PC). Os nimeros entre parénteses sdo
os valores das variaveis independentes normalizados.

. Temperatura de Canamicina Lactose Abs600nm de
Experimento

Expressdo (°C)  (ug/mL) (g/L) Indugéo

1 25 (-1) 25 (-1) 5 (-1) 0,2 (-1)
2 37 (+1) 25 (-1) 5 (-1) 4.6 (+1)
3 25 (-1) 75 (+1) 5 (-1) 4.6 (+1)
4 37 (+1) 75 (+1) 5 (-1) 0,2 (-1)
5 25 (-1) 25 (-1) 15 (+1) 4,6 (+1)
6 37 (+1) 25 (-1) 15 (+1) 0,2 (-1)
7 25 (-1) 75 (+1) 15 (+1) 0,2 (-1)
8 37 (+1) 75 (+1) 15 (+1) 4,6 (+1)
PC1 31 (0) 50 (0) 10 (0) 2,4 (0)
PC2 31 (0) 50 (0) 10 (0) 2,4 (0)
PC3 31 (0) 50 (0) 10 (0) 2,4 (0)
PC4 31 (0) 50 (0) 10 (0) 2,4 (0)
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O software STATISTICA 9.1 foi utilizado para realizar as analises estatisticas,
empregando as variaveis normalizadas. O efeito e o erro padrdo de cada um dos
fatores (variaveis independentes) foram estimados e avaliados pelo teste f,
considerando estatisticamente significativos aqueles com p<0,1 (RODRIGUES E
IEMMA, 2005).

3.4.3.3 Validacao do planejamento em biorreator com 3L

A validagado do planejamento foi realizada em biorreator Biostat B (B. Braun)
com volume de trabalho de 3L. O experimento foi realizado nas mesmas condi¢des e
com o mesmo meio de cultura (tabela 3.1) dos experimentos do ponto central do
planejamento, mantendo a mesma taxa de aeracao (1 vvm). No biorreator com 3L de
meio de cultura foi utilizada concentragdo de canamicina de 50 ug/mL e a inducao da
expressao da proteina foi realizada em Absgynm igual a 2,4 (metade da fase
exponencial) com 10 g/L de lactose, sendo a temperatura durante a expressao
mantida em 31°C. As amostragens foram realizadas a cada 1,5h antes da indugéo e a
cada 3h apds a indugdo. Foram realizadas analises de atividade enzimatica (proteina
expressa), concentragao celular, estabilidade plasmidial (fracdo de células com

plasmideo), concentragao de lactose, de glicerol, de acido acético e de acido latico.

3.4.3.4 Obtencdo de dados cinéticos em biorreator com 1,5L

A obtencao de dados cinéticos do processo em biorreatores foi realizada com
base nos resultados obtidos no planejamento de experimentos. Este experimento foi
realizado em biorreator Minifors (INFORS HT) com volume de trabalho de 1,5L. O
experimento foi conduzido da mesma forma e com o mesmo meio de cultura (tabela
3.1) que nos experimentos da curva de crescimento e planejamento de experimentos,
mantendo a mesma taxa de aeracao (1 vvm). No entanto, o experimento foi iniciado
com 25 ug/mL de canamicina e a inducédo da expressao da proteina foi realizada em
Absegionm igual a 4,6 (final da fase exponencial) com 5 g/L de lactose, sendo a
temperatura durante a expressdo mantida em 37°C. As amostragens foram realizadas
a cada 2h antes da inducgéo e a cada 3h apés a indugao. Foram realizadas analises de
atividade enzimatica (proteina expressa), concentragao celular, estabilidade plasmidial
(fracao de células com plasmideo), concentragdo de lactose, de glicerol, de acido

aceético, de acido latico e de canamicina.
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3.5 Modelagem matematica e simulag¢ao do cultivo em modo batelada

O modelo desenvolvido neste estudo considera os principais fenédmenos
envolvidos na expressao de proteinas recombinantes. A solugcdo do sistema de
equacdes do modelo descreve como cada espécie varia com o tempo de operacio do
reator. Sendo assim, foram realizadas simulagcdes do processo operando o biorreator
em batelada, utilizando o modelo desenvolvido. Para tanto, o sistema de equagdes
diferenciais ordinarias (EDO) do modelo foi resolvido utilizando o software EMSO
(SOARES E SECCHI, 2003) através da rotina DASSLC para resolugao de sistemas de
equagdes algébrico-diferenciais (SECCHI, 2008). Os valores iniciais utilizados para a
resolugao das EDOs sao mostrados no apéndice D. Para realizar a simulagao a partir
do modelo proposto, os parametros utilizados, em sua maioria, foram baseados nos
parametros descritos por MIAO E KOMPALA (1992). Alguns parametros foram
estimados no software EMSO utilizando o algoritmo deterministico dos poliedros
flexiveis (NELDER E MEAD, 1965), sendo utilizada como funcao objetivo a funcéo de

minimos quadrados ponderados.

3.6 Ensaios de estabilidade da proteina

Os ensaios de preservagdo foram realizados com a enzima em duas diferentes
solugdes, chamados de agentes de preservagao, e em tampao fosfato de sédio 0,02 M
pH 7,3 (padrdo). Foram utilizados como agentes de preservagéo solugdes de
550 mg/L de sorbitol e 550 mg/L de manitol. Varias aliquotas de 50 uL da enzima, em
tampao e nos dois agentes de preservagao, foram conservadas a 4°C e a -20°C. As
aliquotas foram analisadas quanto a atividade enzimatica ao longo do tempo de
armazenamento. Os resultados de percentual de atividade mantida em 92 dias de
armazenamento foram analisados utilizando um planejamento fatorial completo com
dois niveis e duas variaveis independentes (22). A matriz do planejamento é mostrada
na tabela 3.3. O software STATISTICA 9.1 foi utilizado para realizar as analises
estatisticas, empregando as variaveis normalizadas. O efeito e o erro padrdo de cada
um dos fatores (variaveis independentes) foram estimados e avaliados pelo teste t,
considerando estatisticamente significativos aqueles com p<0,1 (RODRIGUES E
IEMMA, 2005).
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Tabela 3.3 Tabela com as condi¢des dos experimentos do planejamento fatorial 22. Os
numeros entre parénteses s&o os valores das variaveis independentes normalizados.

Experimento Agente de preservagdo Temperatura (°C)

1 Sorbitol (-1) -20 (-1)
2 Manitol (+1) -20 (-1)
3 Sorbitol (-1) 4 (+1)
4 Sorbitol (-1) 4 (+1)
5 Manitol (+1) 4 (+1)
6 Manitol (+1) 4 (+1)

3.7 Avaliagao da expressao de L-asparaginase

3.7.1 SDS-PAGE

Para a analise da expressao da proteina intracelular foram retiradas amostras
de 1 mL antes da indugdo e ao final cultivo (4 horas de indugado). Estas amostras
foram centrifugadas, conforme descrito no capitulo 3.4.1, e as células foram
ressuspensas em tampao TrissHCI 60 mM pH 6,8, 10% de glicerol, 5% B-
mercaptoetanol, 2% de SDS e 0,5% de azul de bromofenol, seguindo a razédo de 25 pL
de tampao para cada 0,1 de Absgynm., Normalizando as amostras pela Absgyonm. As
amostras foram incubadas em banho de agua fervente por 5 minutos e aplicadas em
gel de poliacrilamida 12%, corado com Coomassie Blue R-250. A corrida foi realizada
por 90 minutos com voltagem de 120 V em tampéao 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).

Para a analise da expressao da proteina extracelular foram retiradas amostras
antes da inducdo e ao final cultivo (4 horas de inducao). Estas amostras foram
centrifugadas, conforme descrito no capitulo 3.4.1. O sobrenadante foi concentrado
10X em unidades de ultrafiltracdo com membrana de 10 kDa (Amicon Ultra-15,
Millipore) e centrifugacao a 4000g por 40 minutos. As amostras foram preparadas com
50 uL deste sobrenadante concentrado e 50 uL de tampéao Tris-HCI 60 mM pH 6,8,
10% de glicerol, 5% B-mercaptoetanol, 2% de SDS e 0,5% de azul de bromofenol. As
amostras foram incubadas em banho de agua fervente e foram seguidos os mesmos

procedimentos para aplicagdo em SDS-PAGE.
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3.7.2 Atividade enzimatica e quantificagdo de proteina total

A atividade enzimatica foi mensurada através da hidrolise de asparagina em
asparatato e aménio (DUNLOP et al., 1980), sendo que uma unidade internacional de
L-asparaginase (Ul) foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 ymol
de amobnia por minuto a 37°C e pH 7,3 (GUO et al., 2000; KURTZBERG, 2000).

Para realizar as andlises de atividade da enzima obtida de forma intracelular
foram utilizadas as células provenientes de 1 mL de cultivo. A estas células foi
adicionado 1 mL de tampéao fosfato de sédio 0,02 M, pH 7,3. Esta suspenséao celular
foi submetida a ultrassom por 5 ciclos de 10 segundos com amplitude de 30% em
sonicador, sendo posteriormente utilizada na analise de atividade enzimatica e

quantificacao de proteina total .

Para realizar as analises de atividade da enzima obtida de forma extracelular
foram utilizados 10 mL do meio livre de células. Este meio livre de células foi
substituido por manitol 0,55 g/L e concentrado 10 vezes utilizando unidades de
ultrafiltragdo com membrana de 10 kDa (Amicon Ultra-15, Millipore) e centrifugacdes a
4000 x g por 30 minutos. Esta amostra, em manitol e concentrada 10 vezes, foi

utilizada para as analises de atividade e quantificagao de proteina total.

Para a analise de atividade enzimatica, a reacao foi realizada com 50 uL da
amostra (preparada conforme descrito nos dois paragrafos anteriores) adicionados a
50 uL de asparagina 5 g/L. A solugéo de asparagina foi preparada em tampao fosfato
de sodio 0,02M, pH7,3. Além da reacdo foram realizados controles para a
confirmagao da auséncia de ions aménio no tampao e na amostra e para a
determinagdo do valor de absorbéancia correspondente a molécula de asparagina. Isto
foi feito porque, a molécula de asparagina também reage com os reagentes
formadores de cor, independente do tempo de reagdo, mas dependente do numero de
moles de asparagina. Esta reagdo é similar a da molécula de aspartato, que reage
com os reagentes formadores de cor da mesma forma que a asparagina, ou seja,
neste teste 1 mol de asparagina corresponde a mesma absorbancia que 1 mol de
aspartato. Logo o valor de absorbancia correspondente ao controle de asparagina foi
descontado do valor de absorbéancia da reagéo para o calculo da atividade enzimatica.
O controle de tampéao foi preparado com 100 uL de tampao, o controle de asparagina

foi preparado com 50 uL de asparagina 5 g/L e 50 pyL de tampao fosfato e o controles
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de amostra foi preparado com 50 uL de amostra e 50 yL de tampao fosfato. A reagao
e os controles foram incubados a 37°C por 30 minutos. Imediatamente apds este
tempo, 40 pL da reacdo e dos controles foram adicionados a 10 pL de TCA (acido
tricloroacético) 1,5 M. A estes 50 pL resultantes foram adicionados 2 mL de um
reagente composto por Salicilato de Sédio 60 mM, Nitroprussiato de Soédio 3,4 mM e
EDTA dissddico 1,35 mM. A mistura foi agitada. Na sequéncia foram adicionados 2 mL
de um segundo reagente composto por Hipoclorito de Sédio 4,8 mM e Hidroxido de
Saodio 150 mM. Estes procedimentos foram realizados porque os ions amdnio na
presenca destes reagentes formam um composto cromégeno azul esverdeado
(TABACCO et al.,1979). A mistura foi incubada a 37°C por 5 minutos. A amostra foi
entdo submetida a leitura de Absgonm. A partir de uma curva padrdo foram

determinadas as concentragdes do ion amoénio liberado durante a reagdo enzimatica.

A quantificagdo de proteina total foi realizada pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976). A analise foi realizada em microplaca de 96 pogos. Para tanto,
foram utilizados 10 pL de amostra e adicionados 190 uL de reagente de Bradford
(Bio-Rad). Na mesma microplaca foi realizada uma curva padrdo com 10 uL de
diferentes concentragdes da proteina BSA (Bio-Rad) com a adicao de 190 pL de
reagente de Bradford (Bio-Rad). A microplaca foi incubada a temperatura ambiente por
pelo menos 5 minutos. Apds este periodo foi realizada a leitura de Abssgs,, das
amostras. A partir da curva padrao realizada foram determinadas as concentragbes de

proteina total das amostras.

3.8 Analise da segregacao plasmidial

A segregacao plasmidial foi avaliada através da contagem de UFC (unidades
formadoras de colbénia) na presencga e auséncia de canamicina (BAHERI et al., 2001;
TOMAZETTO et al, 2007; EINSFELDT, 2010; EINSFELDT et al., 2011). As analises
foram realizadas através de 100 pL do cultivo, os quais passaram por diluigdes
seriadas em NaCl 0,85% estéril. Foram colocados 10 puL de cada diluicdo, em no
minimo 3 réplicas, em placas de LB agar, com 50 uyg/mL de canamicina e também sem
o antibidtico. A estabilidade plasmidial foi mensurada através de F (fragcdo de células
com plasmideo). Para tanto, foi realizada a razdo entre a contagem de colbnias da
placa com antibiético (apenas células com plasmideo) e a contagem de col6nias da
placa sem antibiético (total de células presentes). A figura 3.4 mostra um esquema das

etapas realizadas na analise da estabilidade plasmidial. As diluicbes foram realizadas

46



de modo que na placa sempre houvesse uma diluicdo sem células e uma diluigdo com

crescimento confluente.

100uL  100pL  100uL  100uL  100pL  100pL
amostra
4 900uL ~{ 900uL = 900uL  f=of 900uL fof 900uL  fd 900uL
NaCl NaCl NacCl NaCl NaCl MNaCl
0,85% 0,85% 0,85% 0,85% 0.85% 0,85%
= 1 4 -
10uL 10uL | 10uL 10uL 10uL
\
\
H
|' -
-4 -4
Expressao o 107 3¢ 10
104 108
107 10”7
108 108
LB LB com Canamicina

Figura 3.4 Desenho esquematico das etapas realizadas na analise de segregacao
plasmidial (adaptado de EINSFELDT, 2010).

3.9 Determinacao de glicerol, lactose, acido acético e acido latico

As concentragdes de glicerol, de lactose, de acido acético e de acido latico
foram determinadas por Cromatografia liquida de alta pressdao (HPLC) em
equipamento Shimadzu, com detector de indice de refragdo (modelo RID-10A) e
injetor automatico (modelo SIL-20A). Amostras do sobrenadante do cultivo livre de
células foram diluidas 10 vezes e filtradas em membrana 0,22 ym antes da injecao.
Para estas determinagdes foi utilizada coluna Aminex HPX-87H (Bio-Rad) e acido
sulfurico 0,006 M como fase mével (BENNETT E BRADEY, 1984; GARCIA-
ARRAZOLA et al., 2005). Foram injetados 20 yL de cada amostra, sendo o fluxo da
fase mével mantido em 0,6 mL/min e a temperatura do forno em 64°C. Para
determinar as concentracdes foram injetadas diferentes concentragdes conhecidas de
solugbes padrao de cada composto, de forma a possibilitar a correlacao entre as

concentragoes de cada composto e suas respectivas areas abaixo dos picos.
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3.10 Determinacao de crescimento celular

A avaliagdo do crescimento celular foi realizada através de medidas de
absorbancia em um comprimento de onda de 600 nm utilizando os equipamentos:
espectrofotdmetro Shimadzu (UV/VIS modelo UV Mini 1240) e espectrofotdbmetro
Agilent (modelo 8453). No entanto, todas estas leituras foram convertidas para massa
seca de células. Sendo assim, uma curva de absorbancia em fung¢édo da concentracao
de células foi realizada para correlaciona-las. A massa de células foi determinada por
técnica gravimétrica. Para tanto, foram retiradas trés aliquotas de 25mL do
crescimento celular em fase exponencial. As aliquotas foram centrifugadas a 5514 x g
por 30 minutos a 4°C. As células foram ressuspensas em 20 mL de agua ultrapura e
centrifugadas novamente a 5514 x g por 30 minutos a 4°C. Este procedimento foi
repetido 3 vezes. Na ultima centrifugagéo, o sobrenadante foi descartado e as células
ressuspensas em 5 mL de agua ultrapura. A suspensao celular resultante foi levada
para estufa a 90°C em formas de aluminio, previamente secas e pesadas, até que
fossem observados pesos constantes. Simultaneamente, foram realizadas seis
diluicdes diferentes da mesma amostra do crescimento celular na fase exponencial. As
absorbancias destas diluicdes foram medidas nos espectrofotdmetros utilizados nas
analises. Com isso foi tragado um grafico da Absegnm €m fungdo da concentragdo de
células e assim foi obtido através de regressao linear a equagao que correlaciona
Absgionm cOM concentragdo de células. A equacao que correlaciona a concentragao de
células da cepa E.coli BL21(DE3)/pET28a/ans e a Absgyonm medida no equipamento
Shimadzu é mostrada na equacgao (3.1) e a que correlaciona a Absgynm Medida no
equipamento Agilent € mostrada na equagéo (3.2). A equagao que correlaciona a
concentracao de células da cepa E.coli BL21(DE3)/pET26b/ans e a Absgynm medida
no equipamento Shimadzu é mostrada na equacdo (3.3) e a que correlaciona a

Absgonm Mmedida no equipamento Agilent € mostrada na equacao (3.4).

ADbS ¢y, = 2,99 x células (g/L) (3.1)
Abs ¢, = 3,64 x células (g/L) (3.2)
ADBS ¢50m = 2,90 x células (g/L) (3.3)
ADS ¢50.m = 3,38 x células (g /L) (3.4)

3.11 Determinagao da concentragdo de canamicina
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A concentragdo de canamicina foi determinada através da técnica da
macrodiluicdo em tubos utilizada em testes de suscetibilidade aos antibidticos
(NCCLS, 2003; RODRIGUES, 2008), uma vez que nos trabalhos de expressao de
proteinas recombinantes esta ndo é uma avaliagdo usual. Para tanto, foi realizada um
curva correlacionando varias concentragdes de canamicina com o crescimento celular
(Absgoonm). Para construir a curva de calibragdo de Absgio.m em fungdo da
concentragcao de canamicina, triplicatas de tubos contendo 500 puL de meio LB e 500
ML de meio definido (tabela 3.1), com diferentes concentragdes de canamicina, foram
todos inoculados com a mesma concentragao da bactéria E. coli BL21(DE3), de forma
a ficarem com concentracdo inicial de aproximadamente 5x10° UFC/mL. Os tubos
foram incubados a 37°C e 200 rpm por 16 horas. Apos este periodo foi realizada a
leitura de absorbancia do crescimento celular dos tubos. Com isso foi tragado um
grafico da Absgnm €m fungdo do logaritmo da concentracao de canamicina (figura 3.5)
e assim, através de regressao linear, foi obtida a equacao que correlaciona AbSgoonm

com logaritmo da concentragdo de canamicina.
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Figura 3.5 Curva de calibragao de Absgo.m Versus log (concentragéo de canamicina).

Para a analise da concentragdo de canamicina nas amostras do cultivo, foram
realizados os mesmos procedimentos da confecgdo da curva de calibragdo. As
analises também foram realizadas em ftriplicata. Em tubos de 15 mL, foram
adicionados 500 pL da amostra e 500 pL de meio LB. Os tubos foram inoculados com
a bactéria E. coli BL21(DE3) de forma a ficarem com concentragdo inicial de
aproximadamente 5x10° UFC/mL e entdo incubados a 37°C e 200rpm por 16 horas.
Apoés este periodo foi realizada a leitura de absorbancia do crescimento celular dos
tubos. Através da equacgao obtida na curva de calibragao, a absorbancia foi convertida

em concentragdo de canamicina presente na amostra.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos neste trabalho, bem
como as discussoes relacionadas a eles. Partes destes resultados estdo descritos no
pedido de patente numero BR102014000585-4 (EINSFELDT et al., 2014).

4.1 Analises de Bioinformatica

Foram realizados estudos de bioinformatica com as duas sequéncias de genes
que codificam a proteina L-asparaginase de Z. mobilis disponiveis no GenBank:
- L-asparaginase (ans), tipo Il, de Z. mobilis subsp. mobilis NCIMB 11163;
- L-asparaginase (ans), tipo Il, de Z. mobilis subsp. mobilis ATCC 31821 (ZM4; CP4).

Estas sequéncias génicas foram utilizadas nas analises de bioinformatica
realizadas para conhecer melhor o gene da enzima, bem como desenhar o gene para
a sintese e também verificar possiveis indicios de atividade antileucémica desta
L-asparaginase. O tamanho e massa molecular da proteina foram estimados no sitio
http://www.uniprot.org, resultando em 366 aa e 38,7 kDa para as duas sequéncias
estudas (cepa NCIMB 11163 e ATCC 31821). A sequéncia da proteina da cepa
NCIMB 11163, quando comparada a sequéncia da cepa ATCC 31821, possui uma
asparagina no lugar de uma treonina na posigdo 179 da sequéncia e uma alanina no
lugar de uma serina na posi¢gdo 360 da sequéncia. O ponto isoelétrico tedrico da
proteina das duas cepas analisadas foi predito ser 6,18 (realizado no sitio

http://web.expasy.org/compute_pi/).

Para a verificagdo da presenga de possiveis sequéncias sinalizadoras
(peptideos sinais) na proteina, a sequéncia de aminoacidos da enzima foi analisada
através do programa SignalP 3.0. Uma sequéncia sinalizadora (peptideo sinal)
tipicamente é formada por uma regido N-terminal com carga positiva (polar), uma
regidao central hidrofdbica e uma regidao C-terminal polar, contendo muitas vezes os
aminoacidos prolina e glicina e residuos apolares, onde se localiza o sitio de clivagem
(VON HEIJNE, 1990; NETO, 2012). A figura 5.1 mostra a analise feita pelo programa
SignalP 3.0. Conforme indicado nesta figura, a linha verde mostra a probabilidade de
um aminoacido fazer parte da sequéncia sinalizadora, enquanto as linhas, vermelha e
azul indicam o provavel comecgo da proteina. Através desta analise, pode-se inferir que
os 29 primeiros aminoacidos da proteina tém elevada probabilidade de fazer parte do

peptideo sinal. Isto corrobora os resultados de ABUD (2005), que demonstrou que a
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L-asparaginase de Z. mobilis € uma enzima periplasmatica. Outras L-asparaginases
possuem peptideo sinal. A L-asparaginase tipo Il de E. coli, a qual possui atividade
antileucémica, € uma enzima periplasmatica e por isso possui um peptideo sinal
(KOZAK et al., 2000; KHUSHOO et al., 2004; YUN et al., 2007). Ja a enzima tipo | de
E. coli, a qual ndo possui atividade antileucémica, ndo possui peptideo sinal por se
tratar de uma enzima citoplasmatica (KOZAK et al., 2000; YUN et al., 2007). A enzima
L-asparaginase de Erwinia chrysanthemi, que assim como a tipo Il de E. coli, também
é utilizada no tratamento de LLA, também possui peptideo sinal (YUN et al., 2007;
KOTZIA E LABROU, 2007).

SignalP-NN prediction (gram- networks): Sequence

T T T T T T
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1 1 1 1 1 1
a 18 20 30 40 50 60 78
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SignalP-NN prediction (gram- networks): Sequence
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8.0 |l e
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a 10 2e 30 40 Se 60 78
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Figura 4.1 Analise da sequéncia de aminoacidos de L-asparaginase de Z. mobilis.
Predicdo do peptideo sinal através do programa SignalP 3.0. S score (linha verde)
mostra a probabilidade de um aminoacido estar presente no peptideo sinal, C score
(linha vermelha) e Y score (linha azul) mostram onde seja o provavel comeco da
proteina. (A)  Zymomonas mobilis subsp.  mobilis  NCIMB 11163. (B)
Zymomonas mobilis subsp. mobilis ATCC31821.

As sequéncias da proteina das cepas ATCC31821 e NCIMB 11163 foram
também analisadas através do programa TMHMM Server v. 2.0, para verificar a

possivel existéncia de regides transmembranares. Esta analise mostrou que a
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proteina, de ambas as cepas, ndo possui regides transmembranares (caracterizadas

por serem regides hidrofébicas).

Foram também realizados alinhamentos globais entre as sequéncias de
aminoacidos de L-asparaginases tipo | e tipo Il de E. coli, E. chrysanthemi e Z. mobilis.
Estes alinhamentos foram realizados com o auxilio do programa CLUSTAL W. Os
alinhamentos sao mostrados no apéndice A, e um resumo dos resultados obtidos pode
ser visualizado na tabela 4.1. A sequéncia de Z. mobilis mostrou elevada identidade
com a sequéncia da enzima tipo Il de E. coli: 40,4%, na mesma ordem em termos de
percentual que a identidade apresentada entre E. coli e Erwinia chrysanthemi, ambas
com atividade antileucémica. Ja o alinhamento entre as duas L-asparaginases de
E. coli (tipo |, sem atividade antileucémica e tipo Il, com atividade antileucémica)
resultou em identidade de 20,0%. Estes dados podem ser considerados mais um
indicio da atividade antileucémica da enzima de Z. mobilis. Alguns trabalhos na
literatura apresentam dados do alinhamento de novas sequéncias de L-asparaginase,
com efeitos citotoxicos sobre células leucémicas, com as sequéncias de
L-asparaginases comerciais, de E. coli e Erwinia chrysanthemi. A L-asparaginase de
P. furiosus apresentou 22% de identidade com a sequéncia da L-asparaginase tipo Il
de E. coli, sendo que ndo foram apresentados dados de alinhamento com Erwinia
chrysanthemi (BANSAL et al., 2012). Ja a L-asparaginase de Helicobacter pylori
CCUG 17874 apresentou 18,78% de identidade com a sequéncia da L-asparaginase
tipo Il de E. coli, mas apresentou 46,67% de identidade com a sequéncia da L-
asparaginase de Erwinia chrysanthemi (CAPPELLETTI et al., 2008). Outro indicio da
atividade antileucémica da enzima de Zymomonas mobilis € que os aminoacidos do
sitio ativo da L-asparaginase tipo Il de E. coli sdo altamente conservados e alinhados
com os aminoacidos da L-asparaginase de Z. mobilis (estes aminoacidos estao
grifados em amarelo nos alinhamentos apresentados no apéndice A). Os aminoacidos
das duas triades cataliticas, (Thr-12, Tyr-25, Glu-283) e (Thr-89, Lys-162, Asp-90), sao
conservados e alinhados entre as sequéncias das L-asparaginases tipo Il com
conhecida atividade antileucémica (E. coli e Erwinia chrysanthemi) e a sequéncia de

aminoacidos da enzima tipo Il de Z. mobilis.
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Tabela 4.1 Resultados dos multiplos alinhamentos realizados com o auxilio do
programa CLUSTAL W

_ _ _ Forte Fraca
Sequéncias Alinhadas |ldentidade o Diferenca
similaridade similaridade
E. coli tipo |
E. coli tipo Il 22,0 % 19,0 % 14,1 % 44,9 %

Erwinia chrysanthemi tipo Il
E. coli tipo Il 46,46 % 17,85 % 14,73 % 20,96 %

Z. mobilis ZM4 tipo |l
E.coli tipo Il 40,38 % 21,14 % 11,92 % 26,56 %

Z. mobilis ZM4 tipo |l

Erwinia chrysanthemi tipo Il

29,00 % 23,31 % 9,49 % 38,21 %

4.2 Clonagem de L-asparaginase de Zymomonas mobilis em Escherichia coli

Como mencionado anteriormente, o gene da L-asparaginase de Z. mobilis
utilizado neste trabalho foi sintetizado quimicamente, fusionado a uma cauda de
histidina para permitir a purificagéo por afinidade em coluna de niquel. O gene sintético
teve seus codons otimizados considerando a frequéncia de cdédons utilizados em
E. coli (alterando os cddons com frequéncia menor que 15%) e a formagao de fortes
estruturas secundarias (alterando os codons para evitar este problema). Na figura 4.2
€ mostrado um alinhamento do gene da L-asparaginase de Z. mobilis original com o

gene da L-asparaginase otimizado.
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——————————————————————————— ATGGGCCACCATCAT CATCACCACT CCAGCGGT

————————————————————— ATGRATAATCAGGTTCATTCAATTCAGACGT TACCGCGE
CATATCGACCATGATCACARAATGAACARATCAGGTTCACTCTATCCARARCTCTECCGCGT

XXX FAEXTXETIHNEL KT T XL KT T AXEAE

ATTTTAGTTCTGECARCGGECGECACGATTTCOGGCAMGARAAATGGAATET CTGARATC
ATCCTGGTECTGECAACCGECGETACCATCTC TEGCAAGARGAACGGCATGT COGARATT

FE % REk EREAAEAEE RAET AT AR FTF KR RXAEFEAF AT AT RETRE FEEAE

GGCTATAAT GCAGGCGGCGTTACTGGARARCAGCTCG TTGAAGATATACCGGAATTAGCT
GGTTATAACGCAGGCGETGTTACTGECARGCACCTEE TAGRAGACAT TCCAGAACTGECE
TT ATXEE AXIATAADN EIRAATXLRD EH EANAT XA ERTAT AT XK EAE R AR
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XTEEEET XX KEAXEAEE KK XX XL XX EE XX XA EX EE XE REEAE XKL

GCGATATGGCT GOGCT TGGCCAAGCGCATCCARGRCGCCETCGCCCATARCGAAGCGGAT

GOAATCTGGCT GUGCC TEGLGAAGCGTATCCAGGATGCGETAGCGCACAATGAAGCAGAT
TE AT AXXAXAATN AXEN FRAAT AARAX AT AT AF AT AT RN RAAEE AW

GGTATTGTGAT TACCCATGGCACCGATACCAT GEARGAARCCGCCTTTTTCCTTGATACS
GGCATCETGAT CRCCCACGETACCGATACTAT GEARGAARCCGCATTCTTCCTGEACACC
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AAGACCCACACTACTGUCGTAGARACCTTCCAGTCTATCARC GCTGGCCCGATCGET TAT
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GTCGAT CCGGECTTCGG TECGGTTTAT TEAGCC GARRARACAGCCTGTCOCARGCTAT GG
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Figura 4.2 Alinhamento do gene da L-asparaginase original com o gene da
L-asparaginase com otimizagao de cédons utilizando o software CLUSTAL 2.0.1. Os
nucleotideos grifados em negrito representam o peptideo sinal do gene original que
foram retirados do gene otimizado. Os nucleotideos sublinhados sao referentes
cauda de histidina e ao sitio de clivagem de enteroquinase adicionados ao gene

otimizado.
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O gene sintético otimizado foi inserido em dois vetores distintos: pET26b, para
possibilitar a obtengao da proteina no meio extracelular, e pET28a, para possibilitar a
expressdo e obtengdo da proteina no citoplasma de E. coli. A sequéncia da
L-asparaginase codificada pelo gene sintético otimizado foi estimado com 37,8 kDa e o
ponto isoelétrico tedrico da proteina foi predito ser 5,94. Ha uma diferenga entre as
predicbes, de massa molecular e ponto isoelétrico quando utilizado o gene sintético
otimizado e quando utilizado o gene original (mostrado na secao 4.1). Esta diferenca
se deve ao fato do gene sintético ndo possuir o peptideo sinal presente na proteina
original e de terem sido adicionados varios codons correspondentes aos aminoacidos

da cauda de histidina e ao sitio de clivagem de enteroquinase.

Os vetores construidos pET26b/ans e pET28a/ans foram inseridos na cepa
E coli BL21 (DE3) para a obtencdo dos clones, E. coliBL21(DE3)/pET26b/ans e
E. coli BL21(DE3)/pET28a/ans, utilizados para a expressao da proteina.

Ap6s a transformagdo da cepa E. coli BL21 (DE3) com os plasmideos
pET26b/ans e pET28a/ans foram selecionadas colbénias de possiveis clones
E. coli BL21 (DE3)/pET26b/ans e E. coli BL21 (DE3)/pET28a/ans. Os plasmideos das
colénias foram extraidos e confirmados por digestdo com enzima de restricao Xhol,
que reconhece e cliva os plasmideos na posicao 158, no final do gene da
L-asparaginase. Estes resultados podem ser visualizados nas figuras 4.3 e 4.4, onde é
possivel verificar o tamanho esperado do plasmideo pET26b/ans linearizado (6368pb)
e do plasmideo pET28al/ans linearizado (6301pb), respectivamente. Desta forma, os
clones E. coli BL21 (DE3)/pET26b/ans e E. coli BL21 (DE3)/pET28a/ans foram

confirmados.
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Figura 4.3 Padrdo eletroforético dos plasmideos extraidos de clones de
E coliBL21(DE3)/pET26b/ans e de suas digestdbes. M, padrdo de tamanho de
fragmento GeneRuler™ 1kb DNA Ladder (Fermentas); i, plasmideos pET26b/ans
intactos; d, plasmideos pET26b/ans digeridos com a enzima Xhol. A seta indica o
fragmento de 6368 pb correspondente ao vetor pET26b/ans linearizado.
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Figura 4.4 Padrdo eletroforético do plasmideo extraido do clone de
E. coli BL21(DE3)/pET28a/ans e de sua digestdo. M, padrao de tamanho de fragmento
GeneRuler™ 1kb DNA Ladder (Fermentas); 1, vetor pET28a/ans intacto; 2, vetor
pET28a/ans digerido com a enzima Xhol. A seta indica o fragmento de 6301pb
correspondente ao vetor pET28a/ans linearizado.

4.3 Expressao de L-asparaginase de Zymomonas mobilis em Escherichia coli

4.3.1 Expresséo utilizando frascos agitados

Com o objetivo de verificar a expressao da proteina L-asparaginase nos clones

da cepa E. coli BL21 (DE3), foram realizados cultivos em ftriplicata de cada bactéria
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recombinante (E. coli BL21(DE3)/pET28al/ans e E. coli BL21(DE3)/pET26b/ans) em
frascos agitados. Os cultivos foram realizados em frascos agitados com meio de
cultivo LB e a expressao da proteina foi induzida na fase exponencial de crescimento,
pela adicao de 0,55mM de IPTG, por 4 horas, conforme descrito no capitulo de
Metodologia. Um  grafico da cinética de crescimento do clone
E. coli BL21(DE3)/pET26b/ans é apresentado no apéndice B para verificagdo das
fases de crescimento nos dois espectrofotébmetros utilizados para as medidas de
absorbancia realizadas neste trabalho. Ao final de 4 horas de expressdo, foram
retiradas amostras de células e do sobrenadante dos cultivos, para as analises da
expressao da proteina intracelular e extracelular, conforme o clone utilizado no
experimento. As analises de expressdo da proteina foram realizadas através de
SDS-PAGE e atividade enzimatica. Os resultados de crescimento celular e atividade
enzimatica obtidos nestes experimentos em frascos agitados sao apresentados na
tabela 4.2.

Tabela 4.2 Concentragado celular e atividade enzimatica em cultivos em frascos
agitados com meio LB a 37°C ao final de 4 horas de indugdo com 0,55 mM de IPTG.

. . Concentrag&o celular At|y|d§Qe Rendimento
Bactéria Recombinante (L) Enzimatica (UlGeerura)
g (UI/mL) gcelula
E. cqll BI._21(DE3)/pET28a/ans 0,46 + 0,02 76408 7630
(enzima intracelular)
E. coli BL21(DE3)/pET26b/ans 0,90 + 0,01 0,19 + 0,04 209.9

(enzima extracelular)

A expressao da proteina foi induzida quando os cultivos de ambas as cepas
atingiram concentragdo celular de aproximadamente 0,3 g/L (Abs600nm~1,0). No
entanto, apdés as quatro horas de expressdo, o cultivo da cepa
E. coliBL21(DE3)/pET26b/ans aumentou a concentragcao celular para 0,90 g/L,
aproximadamente o dobro da concentracdo celular final do cultivo da cepa
E. coliBL21(DE3)/pET28a/ans, de 0,46 g/L (tabela 4.2). Este aumento no crescimento
nao foi proporcional a produgéo de proteina, como pode ser visualizado na tabela 4.2
através da atividade enzimatica e rendimento de proteina por grama de célula. A cepa
E.coli BL21(DE3)/pET28a/ans cresceu menos durante o periodo de expressao da
proteina, no entanto, produziu uma quantidade muito superior de proteina em
comparagdo com a cepa de producdo extracelular (tabela 4.2). Os dados de menor

crescimento da cepa com expressio intracelular podem indicar a possibilidade da
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proteina L-asparaginase exercer um efeito toxico sobre a célula do hospedeiro. Outra
possibilidade € que como o clone de expressao intracelular produziu mais proteina,
também sofreu uma maior sobrecarga metabdlica, ja que a produgao de proteina pode
gerar uma sobrecarga metabdlica na célula, levando a um menor crescimento celular e
diminui¢cdo da taxa de crescimento (TOKSOY et al., 2002). Além disso, a expressao da
L-asparaginase utilizando o vetor pET26b é direcionada para o espaco periplasmatico,
de onde é extravasada através de transporte passivo para o meio extracelular
(SORENSEN E MORTENSEN, 2005). Sendo assim, parte da proteina expressa pode
ter ficado retida no periplasma e isto pode justificar a menor producao da enzima, ja

que nao foi mensurada a atividade enzimatica no periplasma.

Os resultados obtidos nestes experimentos em frascos agitados (tabela 4.2)
mostram que o gene de L-asparaginase de Z. mobilis foi expresso em ambas as
bactérias recombinantes produzidas. Esta é a primeira vez que a enzima
L-asparaginase de Zymomonas mobilis € produzida em outro micro-organismo, de
forma recombinante. A L-asparaginase foi secretada no meio de cultivo quando a
bactéria recombinante E. coli BL21(DE3)/pET26b/ans foi utilizada para a expresséo, e
ocorreu a expressdo da proteina no citoplasma quando a bactéria recombinante
E. coli BL21(DE3)/pET28alans foi utilizada. Os valores de atividade enzimatica obtida
sao superiores aos obtidos por KHUSHOO et al. (2004). Estes autores obtiveram uma
produgéo de 0,02 Ul/mL da L-asparaginase recombinante de E. coli K-12, utilizando
E. coli BLR (DE3) como hospedeiro, de forma extracelular, em 24 horas de indugéo

com IPTG, em meio de cultivo TB (Terrific Broth).

Na figura 4.5 é mostrado o gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) dos extratos
proteicos totais obtidos na expressdo da proteina utilizando a cepa E. coli BL21
(DE3)/pET28a/ans (expressao citoplasmatica). Assim como comprovado pela analise
de atividade enzimatica (tabela 4.3), através da analise da figura 4.5 & possivel
verificar que o clone E. coliBL21(DE3)/pET28a/ans expressa a proteina
L-asparaginase de forma intracelular (cerca de 37,8 kDa), visualizada no gel na regiao
acima da banda de 37 kDa do marcador de massa molar, em quantidade maior em
comparagdo com a amostra sem inducédo, empregando mesma concentragédo celular

em ambas as amostras.
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Figura 4.5 Gel de SDS-PAGE 12% dos extratos protéicos totais obtidos através da
expressao da proteina L-asparaginase de forma citoplasmatica pela cepa
E. coliBL21 (DE3)/pET28al/ans. M, padrédo de massa molar; 1, amostra de extrato
proteico total do lisado celular do cultivo ndo induzido; 2, amostra de extrato proteico
total do lisado celular do cultivo induzido com IPTG por 4 horas. As amostras aplicadas

no gel foram normalizadas por Absegoonm-

A baixa produtividade da enzima L-asparaginase por Z. mobilis era um
obstaculo para o estudo e produgéo da enzima a partir deste micro-organismo, sendo
assim, um dos objetivos deste trabalho que era produzir a enzima L-asparaginase de
Zymomonas mobilis em Escherichia coli, em quantidade suficiente para possibilitar a
realizagéo de estudos da atividade antileucémica, foi alcancado (EINSFELDT et al.,
2014). Com os resultados obtidos, a enzima L-asparaginase recombinante de
Z. mobilis, expressa pelo clone E. coliBL21(DE3)/pET26b/ans, possibilitou a
realizacao de testes em células de linhagens Jurkat e Reh e em células primarias de
pacientes (BAPTISTA, 2013; EINSFELDT et al., 2014). Em seus estudos, BAPTISTA
(2013) mostrou que a enzima recombinante de Zymomonas mobilis € capaz de causar

efeitos citostaticos e citotéxicos, além de apresentar eficacia semelhante a L-

asparaginase comercial.

A bactéria recombinante E. coli BL21(DE3)/pET26b/ans (producgao extracelular)
também teve a expressao da proteina induzida com lactose ao invés de IPTG em
cultivo em frascos agitados. Na tabela 4.3 sdo apresentados os resultados destes

experimentos através das médias obtidas de crescimento celular e L-asparaginase

produzida.
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Tabela 4.3 Crescimento celular e L-asparaginase recombinante produzida em 4 horas
de expressdao em frascos agitados com lactose como indutor utilizando a cepa
E. coli BL21(DE3)/pET26b/ans (enzima extracelular)

) Crescimento celular (g/L) L-asparaginase (Ul/mL)
Experimento
(Concentracao de Indutor) Antes da 4 horas de Antes da 4 horas de
Indugao Indugao Indugao Indugao
Exp. 1 (Lactose 2 g/L) 0,36 £+ 0,01 0,87 £ 0,02 0,00 0,48 £ 0,05
Exp. 2 (Lactose 10 g/L) 0,35+ 0,01 0,91 + 0,06 0,00 1,36 £ 0,22

Através da visualizagdo dos dados da tabela 4.3 é possivel perceber que a
enzima L-asparaginase extracelular ndo é expressa antes da indugdo, mesmo nao
sendo utilizada glicose neste experimento. A glicose é frequentemente utilizada para
evitar “vazamentos” de expressao, uma vez que, a presenca de glicose faz que ocorra
repressao catabdlica do operon lac, mantendo baixos niveis de AMP ciclico e assim,
reduzindo a possibilidade do inicio da transcricdo. Quando comparamos a indugdo da
expressao realizada com IPTG (tabela 4.2) e a realizada por lactose (tabela 4.3) no
clone E. coli BL21(DE3)/pET26b/ans € possivel perceber um aumento na expressao
em torno de 2,5 vezes quando utilizada 2 g/L de lactose como indutor do sistema ao
invés de IPTG. No experimento com concentragdo maior de lactose (10 g/L), a
expressao da proteina foi aproximadamente 7 vezes maior quando comparada ao
experimento utilizando IPTG e aproximadamente 3 vezes maior quando comparada ao
experimento utilizando 2 g/L de lactose, sendo todos estes experimentos realizados da
mesma forma, mudando apenas o indutor. Este aumento na produgdo poderia ser
explicado pelo fato do IPTG ser relatado como um composto potencialmente téxico
para a célula por varios autores (PAN et al., 2008; VOLONTE et al., 2008; EINSFELDT
et al.,, 2011; LARENTIS et al., 2011). Além disso, estes resultados indicam que a
concentracao de lactose pode influenciar na concentragao de proteina produzida. Em
seus estudos, BELLAO (2006) mostrou que na expressdo, em Escherichia coli, da
proteina recombinante canacistatina, quando o IPTG foi substituido pela lactose como
indutor da expressao, a produtividade da proteina aumentou. Quando a lactose foi
utilizada em concentragcéo de 1,4 g/L a produtividade passou de 45,1 mg/g (induzida
por IPTG) para 70,2 mg/g, e quando a lactose foi utilizada em concentragao de 13,7
g/L a produtividade alcangou o valor de 140,7 mg/g. SUNITHA et al. (2000) também
reportaram que a concentracdo de lactose tem influéncia sobre a expressido da
proteina recombinante em seus experimentos expressando a proteina fitase em E.
coli. No entanto, estes autores verificaram que altas concentracdes de lactose, acima
de 8 mM (2,7 g/L), causam repressao da expressao da proteina. Verificaram ainda que

quando lactose é utilizada ao invés de IPTG, a expressdo ocorre de forma mais lenta
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no comecgo da inducédo, atribuindo isto as mudangas metabdlicas que devem ocorrer

com a introdugdo de um novo substrato (SUNITHA et al., 2000).

O gel de SDS-PAGE dos sobrenadantes dos experimentos em frascos
agitados e induzidos com lactose, descritos no paragrafo anterior, pode ser visualizado
na figura 4.6. Observando o gel é possivel verificar a banda correspondente a enzima
L-asparaginase (pouco acima de 37kDa) no experimento induzido com 2 g/L de
lactose (poco numero 2), a qual fica mais intensa quando o cultivo é induzido com

10g/L de lactose (pogo numero 3).
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Figura 4.6 Gel de SDS-PAGE 12% das amostras dos sobrenadantes dos cultivos da
cepa E. coli BL21 Star (DE3)/pET26b/ans em frascos agitados utilizando meio rico
(LB) e lactose como indutor para expressao da L-asparaginase. M, padrao de massa
molar; 1, sobrenadante nado induzido (concentrado 10 vezes); 2, sobrenadante do
cultivo induzido com 2g/L de lactose por 4 horas (concentrado 10 vezes); 3,
sobrenadante do cultivo induzido com 10g/L de lactose por 4 horas (concentrado 10
vezes).

4.3.2 Expresséo em biorreatores com meio de cultura complexo

Apods os experimentos de expressao em frascos agitados e a comprovacao da
expressao da enzima por ambos os clones, foram realizados experimentos de cultivo e
expressao em biorreatores utilizando meio de cultura complexo. Para tanto, foram
realizadas expressbes utilizando os dois clones obtidos neste trabalho,
E. coli BL21(DE3)/pET26b/ans (enzima extracelular) e E. coli BL21(DE3)/pET28a/ans
(enzima citoplasmatica). Os cultivos no biorreator foram induzidos com IPTG, por 4

horas, quando atingiram absorbancia de aproximadamente 2,0 conforme descrito no
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capitulo de Metodologia. Nas figuras 4.7, 4.8, 4.9 e 4.10 séo apresentados os dados

obtidos nestes experimentos.

O grafico de crescimento celular e L-asparaginase expressa e secretada por
E. coli BL21 (DE3)/pET26b/ans ao longo do cultivo é mostrado na figura 4.7. Em
aproximadamente 7 horas (420 min) de cultivo foi possivel obter uma concentragéo
celular de 0,76 g/L da cepa E. coli BL21(DE3)/pET26b/ans. Em 4 horas de indugao da
expressao obteve-se atividade de 0,132 Ul/mL da enzima extracelular e rendimento
maximo de 172,7 Ul/g de célula apds 4 horas de indugao da expressdao. KHUSHOO et
al. (2005) expressaram L-asparaginase de E. coli K-12 em E. coli BLR (DE3) de forma
extracelular em biorreatores, utilizando meio TB, em batelada alimentada. Em 35
horas de cultivo, sendo 24 horas de inducdo da expressao, estes autores obtiveram
concentracao celular de 45 g/L e atividade de 870 Ul/mL, sendo 19333 Ul/g de célula
(KHUSHOO et al., 2005). Estes valores sao maiores que os obtidos nos experimentos
apresentados na figura 4.7, pois no trabalho de KHUSHOO et al. (2005) foram
realizados cultivos bem mais longos, de 35 horas, e operados em batelada alimentada,
0 que possibilita um maior crescimento celular e maior produgao de proteina, diferente
da operacao em batelada que foi realizada nos estudos apresentados neste trabalho.
Além disso, deve ser ressaltado que a comparagdao da expressdo de outras
L-asparaginases com a L-asparaginase produzida neste trabalho através de atividade
enzimatica fica bastante comprometida, pois as analises de atividade sao realizadas
em diferentes condi¢des de temperatura e pH. Um fator que pode influenciar na baixa
produgao da proteina extracelular pelo clone E. coli BL21 (DE3)/pET26b/ans é que a
expressao da proteina no vetor pET26b é orientada para o espaco periplasmatico, de
onde a proteina é secretada para o meio extracelular por transporte passivo através de
estruturas da membrana desestabilizadas (SORENSEN E MORTENSEN, 2005).
Desta forma, parte da proteina expressa poderia ndo ser capaz de passar para o
espaco extracelular e permanecer no periplasma, e com isso ndo ser mensurada na

atividade de L-asparaginase no meio de cultivo.
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Figura 4.7 Crescimento celular e atividade de L-asparaginase ao longo do tempo do
experimento utilizando a cepa E. coli BL21 (DE3)/pET26b/ans (expressao

extracelular). A expressao da proteina foi induzida com 203 minutos de cultivo (~3,3
horas).

O grafico de crescimento celular e L-asparaginase expressa no citoplasma por
E. coli BL21 (DE3)/pET28a/ans ao longo do cultivo é mostrado na figura 4.8. Em
aproximadamente 7 horas de cultivo (420 min) foi possivel obter uma concentragéo
celular de 0,68 g/L da cepa E. coli BL21(DE3)/pET28a/ans, similar aos obtido para o
crescimento da cepa com expressao extracelular. Em 4 horas de indugcédo obteve-se
atividade de 3,57 Ul/mL de cultivo (enzima intracelular) e rendimento maximo de 5185
Ul/g de célula apds 4 horas de indugao da expresséo, o que significa uma produgao

muito superior ao da expressao extracelular.
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Figura 4.8 Crescimento celular e atividade de L-asparaginase ao longo do tempo do
experimento utilizando a cepa E. coli BL21 (DE3)/pET28a/ans (expressao intracelular).
A expresséao da proteina foi induzida com 198 minutos de cultivo (~3,3 horas).
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Os valores de produgao de L-asparaginase apresentados neste trabalho (figura
4.7 e 4.8) sdo superiores aos apresentados pelo micro-organismo nativo desta
L-asparaginase (Zymomonas mobilis). Em cultivos de Zymomonas mobilis realizados
em frascos agitados foi obtida atividade de 37,8 Ul/g de célula em 33 horas de cultivo
(ABUD et al., 2004). Através da produgéo da L-asparaginase recombinante foi possivel
obter aproximadamente 4 vezes mais Ul/g de célula da enzima extracelular e 135

vezes mais Ul/g de célula da enzima intracelular, em um tempo 4 vezes menor.

Apesar dos valores de proteina expressa de forma intracelular serem maiores,
quando analisamos os valores em termos de atividade especifica, ou seja, a relagao
de L-asparaginase expressa em relagdo a quantidade de proteina total, podemos
perceber que os valores de atividade especifica dos cultivos de expressao extracelular
e intracelular sao similares (figura 4.9). Como a quantidade de L-asparaginase do
cultivo que produz a enzima de forma intracelular € maior que a do cultivo que produz
de forma extracelular, sendo a atividade especifica similar, pode-se afirmar que a
amostra da proteina extracelular tem menos contaminantes, o que facilita muito a sua
purificacdo. Além disso, a utilizagdo de um processo onde o produto é obtido de forma
extracelular exclui a etapa de rompimento celular, o que diminui tempo e custos de
produgéo. Por estes motivos, o clone E. coli BL21 (DE3)/pET26b/ans (expressao

extracelular) foi escolhido para ser utilizado nas etapas seguintes do trabalho.
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Figura 4.9 Atividade especifica de L-asparaginase ao longo do tempo a partir da
inducéo da expressao da proteina. Os losangos representam a atividade especifica do
cultivo de E. coli BL21 (DE3)/pET26b/ans (expressédo extracelular) e os quadrados
representam a atividade especifica do cultivo de E. coli BL21 (DE3)/pET28al/ans
(expresséo intracelular).
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Nestes experimentos também foram realizadas analises de concentragao de
acido aceético, ja que este pode inibir o crescimento celular. Alguns autores afirmam
que a inibigdo ocorre em concentragdes de acido acético acima de 2 g/L (SHILOACH e
FASS, 2005) e outros que que a inibicdo ocorre acima de 5 g/L (TRIPATHI et al.,
2009), sendo que a expressao da proteina pode ser prejudicada com valores ainda
menores, em torno de 0,9 a 1,5 g/L de acido acético (ARISTIDOU et al., 1995). Os
resultados das analises de concentracdo de acido acético sdo mostrados na figura
4.10. Observando os resultados mostrados nesta figura, pode-se perceber que a
concentracao de acido acético atingiu cerca de 0,25 g/L ao final dos cultivos para as

duas cepas, valor este que esta bem abaixo dos relatados como inibidores do
crescimento celular.
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Figura 4.10 Concentragido de acido acético ao longo do tempo nos experimentos em
biorreator utilizando as cepas recombinantes de expressao da L-asparaginase (E. coli
BL21 (DE3)/pET26b/ans e E. coli BL21 (DE3)/pET28al/ans).

4.3.3 Expressao em biorreatores com meio de cultura definido

A partir deste ponto os experimentos foram todos realizados utilizando a
bactéria recombinante E. coli BL21 (DE3)/pET26b/ans, a qual possibilita a obtengéo da
L-asparaginase no meio extracelular. Com o intuito de obter um processo melhor
controlado, os cultivos a seguir foram realizados utilizando meio de cultura definido,

conforme descrito no capitulo de Metodologia.
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4.3.3.1 Cinética de crescimento

A fim de identificar as fases do crescimento celular da bactéria E. coli
BL21(DE3)/pET26b/ans em biorreator com meio de cultura definido, foi realizado um
cultivo celular obtendo-se perfis de concentragao de células, glicerol, acido acético e
latico, e percentual de oxigénio dissolvido ao longo do tempo. A figura 4.11 representa
os dados obtidos neste experimento. Através da analise da figura 4.11(A.1) e
4.11(B.1), é possivel observar que em 11 horas de cultivo a concentragao celular
chegou a 2,3 g/L. Para identificar o inicio e final da fase exponencial foi construido um
grafico do logaritmo natural da concentragao celular versus o tempo (figura 4.11(A.2) e
4.11(B.2)). O crescimento exponencial ocorre quando o numero de células é duplicado
em um intervalo de tempo constante, sendo a velocidade especifica de crescimento
constante e maxima (SCHMIDELL et al., 2001; MADIGAN et al., 2010). Sendo assim,
através da integracdo da equacao (4.1), de conservagdo de biomassa (X) para
processos em batelada, de X;a X e de t; a t, sendo X; a concentragéo celular no inicio

da fase exponencial (t=t;), obtém-se a equagéo (4.2).

dX
X
|n(z) =H-(t-t) (4.2)

Desta forma, através da equagao (4.2) é possivel tragar um grafico do
logaritmo natural da concentragdo celular em fungéo do tempo (figura 4.11(A.2) e
4.11(B.2)), onde a fase exponencial de crescimento & representada pela reta no
grafico e o coeficiente angular da reta representa a velocidade especifica de
crescimento durante a fase exponencial. Sendo assim é possivel observar, na figura
4.11(A.2) e 4.11(B.2), que a fase exponencial de crescimento termina préoximo as oito
horas de cultivo. A velocidade especifica de crescimento na fase exponencial foi
0,47 h™" para o experimento (A) e 0,46 h” para o experimento (B), sendo o
experimento (A) e (B) réplicas. O meio de cultivo utilizado nestes experimentos foi
baseado no meio utilizado por KORZ et al. (1995). Estes autores cultivaram a cepa
E. coli TG1 em biorreator em modo batelada a 28°C e obtiveram velocidade especifica
de crescimento na fase exponencial de 0,29 h™'. De posse dos dados de inicio e fim da
fase exponencial de crescimento foi determinado em que valor de absorbancia
(concentracgao celular) seriam realizadas as indug¢des da expressado dos experimentos

do planejamento de experimentos que serdao mostrados no item 4.3.3.2.
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Figura 4.11 Cinética de crescimento celular da bactéria E. coli BL21(DE3)/pET26b/ans
(expressao extracelular) em meio de cultura definido a 37°C, com pH mantido em 6,7 e
agitacao de 500rpm. A e B sao réplicas do experimento. (A.1) e (B.1), Curvas de
crescimento celular. (A.2) e (B.2), Logaritmo natural da concentragao celular ao longo
do tempo de cultivo. (A.3) e (B.3), Percentual de oxigénio dissolvido na fase liquida ao
longo do tempo de cultivo.

Na figura 4.11 também s&o mostrados os percentuais de oxigénio dissolvido na
fase liquida ao longo do tempo de cultivo (4.11 (A.3) e 4.11 (B.3)). E possivel perceber
que o percentual de oxigénio dissolvido chega a zero em aproximadamente 7 horas de
cultivo, uma hora antes de terminar a fase exponencial de crescimento. Um dos

fatores que podem ter contribuido para o final da fase exponencial de crescimento foi a
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falta de oxigénio dissolvido no meio de cultivo. A disponibilidade de oxigénio dissolvido
afeta a taxa de crescimento celular de Escherichia coli, mesmo sendo esta bactéria um
micro-organismo facultativo (LEE, 1996; GUPTA et al., 2001b).

Neste experimento de cinética de crescimento celular também foram avaliados
o consumo de glicerol (substrato) e outros metabdlitos formados durante o cultivo,
como os acidos organicos. Estes dados sao apresentados na figura 4.12, onde é
possivel perceber que o glicerol ndo foi esgotado em 11 horas de cultivo, no entanto
as células sairam da fase exponencial de crescimento em torno 8 horas apds o inicio
do processo. Neste mesmo intervalo de tempo, acido acético e acido latico
comecgaram a ser produzidos no cultivo. Como mencionado anteriormente, uma das
possiveis causas para a célula sair da fase exponencial antes de terminar o substrato
€ a quantidade muito baixa de oxigénio dissolvido. Comparando os dados de oxigénio
dissolvido da figura (4.11) com os dados de producéo de acido acético e acido latico
da figura (4.12) percebe-se que a producao destes acidos comega a partir do
momento que o percentual de oxigénio dissolvido chega a zero no meio de cultivo. A
bactéria E. coli necessita de um elevado suprimento de oxigénio para suportar seu
crescimento em elevadas concentragdes, caso contrario, a bactéria utilizara vias
anaeroébicas que irdo resultar na produgao de metabdlitos acidos, como acido acético
e acido latico (KORZ et al., 1995; LEE, 1996). Estes metabdlitos em elevadas
concentragdes sdo prejudiciais ao crescimento celular. Em 11 horas, o cultivo
apresentava 2,0 g/L de acido acético e 2,7 g/L de acido latico. Alguns autores afirmam
que ocorre inibigdo do crescimento em valores em torno de 2 a 5 g/L de acido acético
(SHILOACH E FASS, 2005; TRIPATHI et al., 2009), valores muito proximos ao valor
produzido nesta cinética de crescimento. Em seus estudos VAZQUEZ et al. (2011)
estudaram as concentragdes de alguns acidos organicos necessarias para reduzir em
50% a biomassa de E. coli produzida em um cultivo em relagéo a produzida por um
controle no mesmo tempo. VAZQUEZ et al. (2011) mostraram que tais concentragdes
necessarias para a reducéo da populagcao em 50% foram: 1,5 g/L de acido acético e
1,92 g/L de L-acido latico, sendo estes estudos realizados em pH acima do pKa dos
acidos, ou seja, os acidos estavam na forma dissociada. Nos experimentos da cinética
de crescimento, os acidos organicos também estavam na forma dissociada, ja que o
pH foi mantido constante e acima do pKa dos referidos acidos. Sendo assim € possivel
comparar os valores descritos por VAZQUEZ et al. (2011) com as concentracdes
produzidas durante a cinética de crescimento e desta forma propor que os acidos

latico e acético ja estavam prejudicando o crescimento.
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Figura 4.12 Grafico das concentragdes de glicerol, células, acido acético e acido latico
ao longo do tempo no experimento de cinética de crescimento celular da bactéria
E. coli BL21(DE3)/pET26b/ans em meio de cultura definido a 37°C, com pH mantido
em 6,7 e agitagdo de 500rpm. Os dados sao referentes a réplica A do experimento.

Ao final das 11 horas de crescimento foi possivel obter 2,3 g/L de células.
KORZ et al. (1995) obtiveram aproximadamente 1g/L de células (E. coli TG1) no
mesmo tempo de cultivo, porém operando em temperatura menor (28°C) e
consequentemente com velocidade especifica de crescimento também menor. Além
disso, KORZ et al. (1995) nado produziram &acido acético durante a operagcdo em
batelada utilizando glicerol como fonte de carbono, isto porque a velocidade especifica

de crescimento apresentada durante esta fase foi baixa.

4.3.3.2 Planejamento de Experimentos utilizando biorreator com 0,4L de meio
definido

Com o objetivo de analisar a influéncia de algumas variaveis do processo de
expressao da proteina L-asparaginase, aumentar a produgdo da enzima e obter as
condi¢cdes a serem utilizadas para a obtencdo de dados cinéticos em biorreatores de
maior escala (1,5L e 3L), um plano fatorial fracionado a dois niveis com quatro
variaveis (2*") e quatro réplicas no ponto central foi utilizado como ferramenta de
planejamento de experimentos. Com esta abordagem, foi possivel obter os efeitos das
variaveis independentes sobre as variaveis de resposta e se estes efeitos foram
significativos, mas o plano empregado nao permite analisar o efeito de interagdes
entre as variaveis. As quatro variaveis independentes avaliadas foram: temperatura de

expressao, concentragao de canamicina, concentracado de lactose (indutor) e fase do
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crescimento na qual é realizada a indugdo (Absgynm de indugéo). Através deste
planejamento foi avaliada a influéncia das variaveis independentes sobre o
crescimento celular, a producdo de L-asparaginase e a estabilidade plasmidial
(variaveis de resposta). As variaveis de resposta foram analisadas depois de 4 e 16
horas de expressao, empregando meio de cultura definido descrito no capitulo de

Metodologia, como é apresentado nas tabelas 4.4 e 4.5, respectivamente.

As condigdes empregadas em cada um dos experimentos do planejamento e
suas variaveis de resposta ao final de 4 horas de expressido da L-asparaginase sao
mostradas na tabela 4.4. Os dados de crescimento celular e L-asparaginase aparecem
divididos pelo tempo de processo, em termos de produtividade, e a segregagéo
plasmidial € mostrada em valores absolutos. Os dados de crescimento celular e

L-asparaginase em valores absolutos (g/L e Ul/mL) sdo mostrados no apéndice C.

Tabela 4.4 Experimentos do planejamento fatorial fracionado e suas variaveis de
resposta em 4 horas de indugdo, utilizando meio de cultura definido, com pH mantido
em 6,7 e agitagdo de 500rpm. PC é o ponto central (condi¢gdo intermediaria entre os
valores minimo e maximo de cada variavel).

Temperatura - . . F
Exp. de Expresso Canamicina Lactose Absgonm Células L-asparaginase (fragdo de células

(ug/mL)  (g/L) de Inducdo (g/L.h) (Ul/mL.h)

(°C) com plasmideo)
1 25 (-1) 25 (-1) 5(-1) 0,2(1) 0,03 0,001 0,78
2 37 (+1) 25 (-1) 5(-1) 46(1) 0,17 0,19 1,29
3 25 (-1) 75(+1) 5(1) 46(+1) 0,19 0,0002 0,34
4 37 (+1) 75(+1)  5(1) 0,2(-1) 0,16 0,004 0,88
5 25 (-1) 25(-1) 15(+1) 4,6(+1) 0,29 0,001 0,78
6 37 (+1) 25(-1) 15(+1) 0,2 (-1) 0,19 0,005 1,50
7 25 (-1) 75(+1) 15(+1) 0,2 (-1) 0,05 0,0005 0,92
8 37 (+1) 75 (+1) 15(+1) 46(+1) 0,14 0,10 1,90
PC1 31 (0) 50 (0) 10 (0) 2,4(0) 0,20 0,02 1,38
pPC2 31 (0) 50 (0) 10 (0) 2,4(0) 0,23 0,01 0,68
PC3 31 (0) 50 (0) 10 (0) 2,4 (0) 0,20 0,01 0,71
PC4 31 (0) 50 (0) 10 (0) 2,4(0) 0,24 0,01 0,94

Em 4 horas de expressao os experimentos que apresentaram maior producao

de L-asparaginase foram os experimento 2 e 8, ambos com temperatura de expressao
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a 37°C e Abs600nm de indugao de 4,6 (final da fase exponencial de crescimento). No
experimento 2 obteve-se 2,24 Ul/mL (0,190 Ul/mL.h) de L-asparaginase, com
rendimento de 1118,5 Ul/g de célula. No experimento 8 obteve-se 1,24 Ul/mL
(0,101 Ul/mL.h) de L-asparaginase, com rendimento de 709,7 Ul/g de célula. Estes
valores foram maiores que os apresentados ao final do cultivo em biorreator com meio
de cultura complexo induzido com IPTG, onde obteve-se 172,7Ul/g de célula e
produtividade de 0,018 Ul/mL.h (resultados apresentados na sec¢éo 4.3.2). Os valores
de rendimento e produtividade dos experimentos 2 e 8, em 4 horas de expressao,
também foram superiores aos obtidos no final dos cultivos em frascos agitados em
meio de cultura complexo, quando induzido com lactose (com 2g/L de lactose), onde
obteve-se 545,8 Ul/g de célula e produtividade de 0,07 Ul/mL.h, e quando induzido
com IPTG, onde obteve-se 209,9 Ul/g de célula e produtividade de 0,03 Ul/mL.h. No
entanto, os valores obtidos nos experimentos 2 e 8, em 4 horas de expressao em
biorreator com 0,4L de meio de cultura definido ndo foram superiores aos obtidos em
frascos agitados com meio de cultura complexo e induzidos por 10g/L de lactose, onde
obteve-se 1503 Ul/g de célula e 0,21 Ul/mL.h.

Nos experimentos no ponto central (PC), em 4 horas de expressao, obteve-se
média de 0,17 + 0,04 Ul/mL de L-asparaginase (0,016 + 0,004 Ul/mL.h) com desvio
padrdo relativo de 26%. Obteve-se também média de 2,17 + 0,22 g/L de células
(0,22 £ 0,02 g/L.h) com desvio padrao relativo de 9%. A fragcdo de células com

plasmideo apresentou média de 0,9 + 0,3 com desvio padréao relativo de 35%.

As condigdes empregadas em cada um dos experimentos do planejamento e
suas variaveis de resposta ao final de 16 horas de expressao da L-asparaginase sao
mostradas na tabela 4.5. Os dados de crescimento celular e L-asparaginase aparecem
divididos pelo tempo de processo, em termos de produtividade, e a segregagéo
plasmidial € mostrada em valores absolutos. Os dados de crescimento celular e

L-asparaginase em valores absolutos (g/L e Ul/mL) sdo mostrados no apéndice C.
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Tabela 4.5 Experimentos do planejamento fatorial fracionado e suas variaveis de
resposta em 16 horas de inducéo, utilizando meio de cultura definido, com pH mantido
em 6,7 e agitagdo de 500rpm. PC é o ponto central (condi¢gdo intermediaria entre os
valores minimo e maximo de cada variavel).

Temperatura - . . F
Exp. de Expressdo Canamicina Lactose Absgonm Células L-asparaginase (fragdo de células

(ug/mL)  (g/L) de Indugao (g/L.h) (Ul/mL.h)

(°C) com plasmideo)
1 25 (-1) 25 (-1) 5(-1) 02(-1) 0,07 0,004 1,15
2 37 (+1) 25 (-1) 5(-1) 46(+1) 0,15 0,67 0,0004
3 25 (-1) 75(+1) 5(1) 46(+1) 0,19 0,07 0,05
4 37 (+1) 75(+1)  5(1) 0,2(-1) 0,15 0,38 0,009
5 25 (-1) 25(-1) 15(+1) 4,6(+1) 0,23 0,09 0,21
6 37 (+1) 25(-1) 15(+1) 0,2 (-1) 0,14 0,40 0,03
7 25 (-1) 75 (+1) 15(+1) 0,2 (-1) 0,07 0,005 0,54
8 37 (+1) 75(+1) 15(+1) 4,6(+1) 0,09 0,38 0,0006
PC1 31 (0) 50 (0) 10 (0) 2,4(0) 0,10 0,88 0,05
PC2 31 (0) 50 (0) 10 (0) 2,4 (0) 0,11 0,99 0,23*
PC3 31 (0) 50 (0) 10 (0) 2,4(0) 0,10 0,85 0,06
PC4 31 (0) 50 (0) 10 (0) 2,4 (0) 0,14 0,97 0,05

*possivel outlier

No experimento PC2 (réplica do ponto central), o valor de F em 16 horas de
expressao (tabela 4.5) pode tratar-se de um outlier, pois mostra um valor
aparentemente muito diferente da tendéncia dos demais valores de F dos outros trés
pontos centrais (réplicas). Segundo SCHWAAB E PINTO (2007), um ponto
experimental que parece ndo se adequar a uma distribuicdo particular de
probabilidades definida pela grande maioria dos demais pontos experimentais pode
ser considerado um outlier. Uma das formas mais empregadas para determinacéo de
um outlier é realizada através do calculo do intervalo para 95% de confianca: u + 2-0,
onde U é a média no ponto central sem o possivel outlier e o € o desvio padrdo sem o
possivel outlier. O intervalo calculado de F para os trés valores dos pontos centrais,
sem o PC2, esta entre 0,033 e 0,071 com 95% de confianga, logo, o valor de F do
experimento PC2 esta fora do intervalo e este valor pode ser considerado um outlier.
Sendo assim, o valor de F do experimento PC2 nao sera utilizado nos calculos de

meédia, desvio padrdo, desvio padrao relativo e nem nas analises estatisticas.
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Nos experimentos no ponto central (PC), em 16 horas de expressao obteve-se
meédia de 20,4 + 1,5 Ul/mL de L-asparaginase (0,92 + 0,07 Ul/mL.h) com desvio
padrao relativo de 7,4%. Obteve-se também média de 2,5 + 0,5 g/L de células (0,112 +
0,02 g/L.h) com desvio padrao relativo de 18,5%. A fragdo de células com plasmideo
apresentou média de 0,05 + 0,009, com desvio padrao relativo de 18%. Os valores de
produtividade de L-asparaginase alcancados em 16 horas de expressdao nos
experimentos do planejamento, com meio de cultura definido e inducéo por lactose,
sdo superiores aos apresentados nos cultivos em biorreatores com meio de cultura
complexo e indugao por IPTG. No cultivo em meio de cultura complexo em biorreator,
induzido por IPTG, obteve-se 0,018 Ul/mL.h, enquanto nos cultivos do ponto central do
planejamento obteve-se 0,92 Ul/mL.h. Além disso, nos experimentos do ponto central,
em 16 horas de indugdo, foram alcancados rendimentos com média de 8357 Ul/g de

célula.

Apoés analisar os valores de produtividade de proteina (Ul/mL.h) é possivel
perceber que os valores com 16 horas de indugdo s&o superiores aos valores de
produtividade obtidos em 4 horas de indugdo. Sendo assim, sera utilizada a analise
estatistica dos efeitos das variaveis independentes sobre as variaveis dependentes
com 16 horas de expressao, para a avaliacdo das condi¢gdes a serem utilizadas no
experimento em biorreator em maior escala, uma vez que o objetivo principal é
aumentar a produtividade da proteina produzida, e muitas vezes é interessante
aumentar os tempos de cultivo tendo em vista o aumento da producao de proteina por

hora de processo.

Na tabela 4.6 sdo apresentados os valores dos efeitos das variaveis e seus
respectivos p-valores, para as respostas em 16 horas de expressao, considerando
significativos os efeitos com p<0,1 ja que em bioprocessos existe uma grande
variabilidade inerente envolvida (RODRIGUES e IEMMA, 2009). Desta forma, é
possivel incluir fatores relevantes que nao seriam incluidos em uma analise mais
rigorosa (com p<0,05) (MARINI, 2011), tornando a avaliacdo dos efeitos mais

conservadora.

Em planejamentos fatoriais incompletos, como é o caso do planejamento
utilizado neste trabalho, é importante a avaliagdo da curvatura. Analisando a tabela 4.5
percebe-se que os valores de produtividade de L-asparaginase sdo maiores no ponto
central do que nos demais pontos do planejamento. Em casos como este, a curvatura

pode ter significancia estatistica e a auséncia da analise do efeito de tal curvatura
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pode “mascarar’ o efeito de algumas variaveis (RODRIGUES e IEMMA, 2009;
MARINI, 2011).

Tabela 4.6 Efeitos das variaveis sobre o crescimento celular, producdo de
L-asparaginase e estabilidade plasmidial (F), com 90% de confianca, em 16 horas de
inducgéao, utilizando meio de cultura definido, com pH mantido em 6,7 e agitacao de
500rpm. Em negrito estao indicados os p-valores < 0,1 (considerados estatisticamente
significativos).

Células L-asparaginase (fracéio de 5 slulas com
(g/L.h) (UVmL.h) plasmideo)
Efeitos p-valor Efeitos p-valor Efeitos p-valor
Meédia/Interagdo 0,14 %+0,02 0,0004 0,25+0,03 0,0001 0,25+0,09 0,043

T (°C) de expressao  -0,01+0,04 0,851 0,41+0,05 0,0003 -048%0,18 0,049
Canamicina (ug/mL)  -0,02+0,04 0565 -0,08+0,05 0,195 -0,20+0,18 0,329
Lactose (g/L) -0,01+£0,04 0894 -006+005 0,299 -0,11+0,18 0,587
Absgoonm deindugdo 0,06 £0,04 0,179 0,11 £0,05 0,099 -0,37£0,18 0,102

Curvatura -0,06+0,07 0474 1,35%0,09 <0,0001 -0,40+0,35 0,314

Foram avaliados os efeitos da temperatura de expressdo, da concentragao
canamicina, da concentracéo de lactose e da Absgunm de inducéo sobre o crescimento
celular (tabela 4.6). Observa-se que nenhuma das quatro variaveis independentes
estudadas apresentou efeito estatisticamente significativo sobre o crescimento celular,
ja que o p-valor apresentou valor maior que 0,1 para todas as variaveis

independentes.

Ja analisando o efeito das variaveis sobre a produgao de L-asparaginase pode-
se inferir que a temperatura de expressdo e a absorbancia de indugao tém efeito
significativo positivo sobre esta variavel, ou seja, o aumento das condigbes de
Temperatura de expressao e Absorbancia de indugao levou ao aumento da expressao
da proteina recombinante. A curvatura também apresentou efeito estatisticamente
significativo sobre a producéo da proteina, indicando que existe um efeito nio linear
sobre a produgado de proteina. Entretanto, um planejamento fracionado nado permite
identificar a que variavel este efeito esta associado, mas somente permite identificar
um efeito global n&o linear (representado pela curvatura do sistema). Este efeito nao
linear pode ser visualizado na tabela 4.5, ja que os valores de produtividade de

L-asparaginase (Ul/mL.h) nos experimentos do ponto central sdo superiores a todos
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os demais valores nos outros experimentos do planejamento. Estes resultados indicam
que a melhor condicdo de expressao da proteina ocorreu quando as variaveis
independentes estavam em valores intermediarios dentro das faixas testadas e nao
em uma das extremidades, o que se esperaria se o efeito destas variaveis sobre a
producao de proteina fosse linear. A concentracdo de lactose e a concentracdo de
canamicina nao apresentaram efeitos significativos sobre a produtividade de
L-asparaginase, com 90% de confianga, dentro das faixas estudadas. Este dado
revela que a concentracdo de lactose pode ser mantida no menor valor da faixa
estudada (5 g/L), assim como a concentracdo de canamicina (25 ug/mL), que é a
metade do valor utilizado habitualmente neste tipo de sistema (SAMBROOK E
RUSSELL, 2001), sem prejudicar significativamente a produtividade de

L-asparaginase, e desta forma, diminuindo os custos do processo.

A temperatura de expressao € comumente reportada na literatura como uma
variavel com efeito significativo sobre a producdao de proteina recombinante
(SWALLEY et al., 2006; VOLONTE et al.,2008; LARENTIS et al. 2011a; MOURA et al.,
2012; NOGUERE et al., 2012; MARINI et al, 2014; PAPANEOPHYTOU e
KONTOPIDIS, 2014;), isto porque a temperatura influencia diretamente na taxa de
crescimento celular, e, consequentemente, na sintese de proteinas, no correto
enovelamento destas proteina, na estabilidade plasmidial e na carga metabdlica
imposta a célula (LARENTIS et al., 2006; EINSFELDT, 2010). Ao contrario dos
resultados obtidos neste planejamento, em seus estudos, SWALLEY et al. (2006),
VOLONTE et al. (2008), LARENTIS et al. (2011a) e MARINI et al. (2014) mostraram
que a temperatura, estudada entre 20-25°C e 37°C, apresentava efeito negativo sobre
a expressao de proteina soluvel. A redugcado da temperatura abaixo da temperatura
6tima de crescimento de E.coli (37 C) é a estratégia mais empregada para aumentar
os niveis de expressao de proteinas heterélogas, pela reducao da taxa de crescimento
e consequente reducido do estresse metabdlico na célula, permitindo o aumento de
proteina produzida com enovelamento correto (HANNIG e MAKRIDES, 1998;
VOLONTE et al., 2008; LARENTIS et al, 2011a; MOURA et al, 2012;
PAPANEOPHYTOU e KONTOPIDIS, 2014). O fato de a temperatura ter apresentado
efeito positivo sobre a expressao da L-asparaginase neste trabalho pode ser explicado
pela curvatura ser significativa, o que indica que pode haver outra temperatura, acima
de 25°C e abaixo de 37°C, que pode ser proxima do ponto central (31°C), que poderia
maximizar a producdo de proteina dentro das faixas estudadas e que um plano
facionado nao permite identificar. Cabe ressaltar que todos os trabalhos da literatura

citados acima sio de expressdo citoplasmatica, o que poderia causar um estresse
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maior a célula, em temperaturas maiores, pela grande quantidade de proteina formada
e acumulada no citoplasma (MOURA et al., 2012). Além disso, como ja observado por
diversos trabalhos do nosso grupo de pesquisa, estes resultados indicam que cada
sistema recombinante responde de forma diferente, devendo ser avaliado em
separado, estabelecendo as melhores condigcdes para o processo em questdo, e as
ferramentas estatisticas de planejamento experimental mostraram-se as mais
adequadas para esta avaliagdo (EINSFELDT et al., 2011; LARENTIS et al., 20113;
LARENTIS et al., 2012; MOURA et al., 2012; MARINI et al., 2014; LARENTIS et al.,

submetido).

Além da temperatura de expressdo, a absorbancia de indugdo também
apresentou efeito significativo positivo sobre a produtividade de L-asparaginase dentro
da faixa estudada. Neste planejamento, a proteina foi induzida em trés regides da fase
exponencial de crescimento: regido inicial (Absgwnm=0,2), regido intermediaria
(Absgoonm=2,4) e regiao final (Absgynm=4,6). Outros trabalhos na literatura demonstram
que a absorbancia de indugao possui efeito significativo sobre a produg¢ao da proteina
recombinante (SUNITHA et al., 2000; CHUAN et al., 2008; LARENTIS et al., 2011b;
MARINI et al., 2014). Na expressao de uma fitase de Bacillus sp., utilizando a cepa E.
coli BL21 (DE3), a absorbancia de indugdo também mostrou-se significativa sobre a
expressao da proteina, no entanto, este efeito foi negativo, sendo o melhor momento
para a indugéo o inicio da fase exponencial de crescimento (SUNITHA et al., 2000).
MANDERSON et al. (2006) mostraram em seus estudos que a fase de inducéo afeta a
producdo da proteina Eg95 de Echinococcus granulosus, sendo a melhor condigao
obtida com inducédo apés 4 horas do indculo e a pior condicdo quando a inducéo é
realizada junto com o indculo, ocorrendo uma diminui¢cdo drastica da producgdo da
proteina, pois durante a expresséo ocorre um elevado estresse metabdlico na célula
que esta ainda em fase inicial do crescimento. Além disso, este estudo permitiu aos
autores identificarem um comportamento ndo linear da produgdo da proteina em
funcdo da absorbancia em que foi realizada a indugdo (MANDERSON et al., 2006).
LARENTIS et al. (no prelo, 2014) mostraram que a melhor etapa para indugao de uma
proteina de leptospira em E.coli foi no final da fase exponencial de crescimento. Em
seus estudos, utilizando o vetor pET28 e a cepa E. coliBL21 Star (DE3) para
expressao de pneumolisna de Streptococcus pneumoniae, MARINI et al. (2014)
verificaram que o aumento da absorbancia de indugcdo de 0,8 para 2,0 causou um
aumento significativo na atividade de pneumolisina, no entanto, ndo causou aumento
significativo na produtividade da proteina. Ja LARENTIS et al. (2011b) durante a

expressao de trés proteinas de Pseudomonas stutzeri em E.coli BL21-S| mostraram
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que a absorbancia de indugdo apresentou efeito significativo negativo para duas
destas proteinas e efeito positivo para uma delas, reforgando a ideia de que cada

sistema recombinante deve ser analisado particularmente.

Assim como realizado para o crescimento celular e produtividade de
L-asparaginase, foram avaliados estatisticamente os efeitos das variaveis
independentes sobre a fragdo de células com plasmideo (F). A fracao de células com
plasmideo também é referido como estabilidade plasmidial. A tabela 4.6 apresenta os
valores dos efeitos das variaveis sobre F, juntamente com os respectivos p-valores. E
possivel afirmar que, dentro das faixas estudadas, as concentragcbes de canamicina e
lactose ndo possuem efeito significativo sobre F, assim como a curvatura, indicando
que as variaveis que sao estatisticamente significativas neste sistema exercem um
efeito linear sobre a estabilidade plasmidial. Cabe ressaltar que a canamicina € um
antibiotico utilizado como presséao seletiva para manter as células com plasmideo. No
entanto, a concentracdo deste antibidtico ndo causou influéncia na estabilidade
plasmidial. EINSFELDT et al. (2011) apresentaram resultado similar utilizando
concentragdes de antibidtico entre 0 e 50 ug/mL. Dados apresentados por MARI et al.
(1999), XU et al. (2006) e EINSFELDT et al. (2011) mostraram que a estabilidade
plasmidial € muito mais dependente da indugdo da expressdo em si do que da
presenca ou auséncia de antibiético no sistema. Todos estes dados foram obtidos sem
avaliar a concentragdo de canamicina ao longo do cultivo, o que pode acarretar em
uma avaliagao errbnea, ja que ao final de um cultivo considera-se ter a quantidade
inicial de canamicina utilizada, no entanto, pode-se ter uma quantidade bem menor do
antibiotico. A concentracdo de canamicina ndo é rotineiramente avaliada em
experimentos desta area, alias, até onde se tem conhecimento nao existe na literatura
trabalhos que avaliem esta concentracdo ao longo da expressdo de proteinas
recombinantes. O vetor comercial utilizado neste trabalho, pET26b, possui um gene de
resisténcia a canamicina, antibiético da classe dos aminoglicosideos (NAP et al., 1992;
NOVAGEN, 2005). No entanto, a empresa que produz o plasmideo nao revela qual é o
gene, qual a proteina que ele codifica e qual a possivel acao desta proteina sobre a
molécula de canamicina. Através de uma busca no programa BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool), algoritmo que faz alinhamentos entre duas sequéncias
buscando o maximo de similaridade ou conservagdo entre elas, buscou-se por
dominios conservados na sequéncia do vetor pET26b/ans para tentar identificar
possiveis genes de resisténcia a canamicina e assim, identificar possiveis agbes sobre
a molécula de canamicina. Com isso, foi possivel observar dominios conservados

referentes a familia das fosfotransferases e colina quinases na sequéncia do vetor
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pET26b/ans. Sabe-se que os principais agentes de resisténcia bacteriana a
canamicina sdo as enzimas modificadoras de aminoglicosideos: fosfotransferase,
acetiltransferase e nucleotidil transferase (NAP et al, 1992; ALMEIDA, 2011). A
presenca de dominios conservados da familia das fosfotranferases ¢ um indicio de
que o gene de resisténcia a canamicina presente no vetor codifica uma enzima
modificadora de aminoglicosideo. Sendo isso uma suposi¢do verdadeira, a

concentragcdo de canamicina ativa no meio de cultivo diminuiria ao longo do cultivo.

Através das analises apresentadas na tabela 4.6, pode-se afirmar que a
temperatura de expressdo e a absorbancia de inducdo possuem efeitos
estatisticamente significativos negativos sobre a estabilidade plasmidial. Este resultado
indica que o aumento das variaveis temperatura e absorbancia de expressao causa
uma diminuicao significativa da estabilidade plasmidial, dentro das faixas estudadas,
resultado oposto aos efeitos destas mesmas variaveis sobre a produgdo de
L-asparaginase. Isto significa que quando a absorbancia de inducao e a temperatura
de expressao sdo mantidas nos niveis mais elevados a perda de plasmideo também é
elevada, mas a produtividade da proteina ao final das 16 horas de expressdo alcanga
um dos melhores valores dentro das condi¢cdes estudadas. Na literatura altas
temperaturas séo referidas como prejudiciais para a estabilidade plasmidial, pois
aumentam a taxa de crescimento celular, o que por sua vez aumenta a probabilidade
de perda do plasmideo (SHIN et al., 1997; WANG et al., 2005). Através da avaliagao
conjunta destes resultados, € possivel inferir que a produgéo de proteina nao alcangou
valores maiores em virtude da elevada perda plasmidial atingida apds o tempo total de

Processo.

Os proximos experimentos (aumento de escala para validacdao do
planejamento de experimentos e para obtencdo de dados cinéticos) foram realizados
levando em consideragdo os resultados obtidos no planejamento. Um experimento
para validagcao do planejamento foi realizado em biorreator utilizando 3 L de meio de
cultivo e operando na melhor condigdo de produtividade de L-asparaginase do plano
fatorial, que foram as condicbes empregadas no ponto central, em 16 horas de
expressao. Como a escala de produgcao foi aumentada, uma condicdo de maxima
produtividade e com as respostas previamente conhecidas pelo planejamento foi

escolhida para possibilitar a comparagao.

Para a realizagdo do experimento de obtencdo de dados cinéticos em

biorreator com 1,5L de meio de cultura, para estudo do processo, comparagdao com o
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modelo matematico proposto e estimagdo de parametros, ndao foram utilizados os
dados da melhor producdo de proteina, pois o modelo ndo prevé variagdao de
temperatura. Como a temperatura de expressdo e a absorbancia de inducgdo
mostraram efeitos significativos positivos sobre a produtividade de proteina, no
experimento para obtengdo de dados cinéticos, estas variaveis foram fixadas nos
niveis maximos estudados no planejamento (37°C e Absgonm =4,6). Ja as
concentragcdes de canamicina e lactose ndo apresentaram efeitos estatisticamente
significativos sobre a produtividade da proteina, sendo assim, foram mantidas nos

niveis minimos estudados (5 g/L de lactose e 25 ug/mL de canamicina).

4.3.3.3 Validacdo do planejamento em biorreator com 3L

Como a produtividade de L-asparaginase alcangou um ponto de maximo nos
experimentos do ponto central do planejamento realizado em biorreatores com 0,4 L
de meio de cultura definido, as condigdes do ponto central foram utilizadas no
experimento de validagdo do planejamento em biorreator com 3 L de meio de cultivo.
Para tanto, foi utilizada como variavel de escalonamento a taxa de aeragéo (vvm), que
foi mantida no mesmo valor da utilizada nos experimentos do planejamento. Neste
experimento, o cultivo foi mantido a 37°C antes da expressao e, apos a inducéo, a
temperatura foi alterada para 31°C. Foi utilizada concentragédo de canamicina de
50 ug/mL e a indugao foi realizada com 10g/L de lactose quando a absorbéancia
chegou a 2,24 (equivalente a 0,66 g/L de células). Os resultados deste experimento

podem ser visualizados nos graficos apresentados na figura 4.13.
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Figura 4.13 Resultados obtidos na producgéo de L-asparaginase em biorreator com 3L
de meio de cultura definido, pH mantido em 6,7, agitagdo de 500rpm, Temperatura
mantida em 37°C antes da inducdo e em 31°C depois da indugdo. A, Cinética do
crescimento celular e da producdo de acido acético e acido latico. B, Cinética da
producao de L-asparaginase e da fragao de células com plasmideo (F). C, Cinética do
consumo de glicerol e lactose. D, Oxigénio dissolvido ao longo do cultivo.
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Neste experimento obteve-se concentragéo celular maxima de 4,9 g/L em 15
horas de cultivo e produgao de L-asparaginase de 2,7 Ul/mL em 15 horas de cultivo (9
horas de expressao), alcangando produtividade maxima de 0,18 Ul/mL.h (figura 4.13A
e 4.13B). Apos as 15 horas de expressao obteve-se 4,4 g/L de células e 1,1 Ul/mL de
L-asparaginase. Estes valores sdo bastante distantes dos obtidos nos experimentos
do ponto central do planejamento. Obteve-se o dobro do crescimento celular no
biorreator com 3L de cultivo e 10 vezes menos proteina. Esta diminuicdo na produgao
da proteina provavelmente deve-se ao fato da taxa de crescimento celular ter sido
elevada. Na literatura é reportado que taxas de crescimento menores alcangam
maiores producdes de proteina (RIESENBERG et al.,, 1991; SILVA et al., 2013).
Segundo KORZ et al. (1995), existe uma taxa de crescimento critica, acima da qual
podem ser formados metabdlitos toxicos para a célula, como o acido acético. No caso
da E. coli TGI, utilizada no estudo, os autores afirmam que a velocidade de

crescimento critica € em torno de 0,17 h'1( KORZ et al.,1995).

A aeracdo deste biorreator em particular foi realizada utilizando pedras
porosas, diminuindo as bolhas de ar e aumentando a transferéncia de oxigénio para o
liquido. Desta forma, como pode ser visualizado na figura 4.13D, o oxigénio dissolvido
manteve niveis acima de 40% durante todo o cultivo. Esta estratégia foi 6tima para o
crescimento celular, no entanto como a taxa de crescimento e a concentragado celular
foram elevadas, a produgéo de L-asparaginase foi pequena, isso porque a sobrecarga
metabdlica imposta a célula durante a expressao é elevada, pois a célula precisa além
das fungbes normais, manter e replicar o plasmideo e ainda expressar a proteina
recombinante (POPOV et al, 2011; SILVA et al., 2012). Desta forma, com o
metabolismo voltado para o crescimento celular, outras fungdes, como a expressao da
proteina ou replicacdo do plasmideo podem ficar prejudicadas. Além disso, segundo
SCHMIDT (2005), o aumento de escala pode trazer alguns problemas ao processo,
como a diminuigdo da qualidade de mistura dentro do vaso, o aumento da exposicéo
das células ao estresse e a instabilidade plasmidial, sendo assim, as diferengas nos
resultados dos dois biorreatores com tamanhos e volumes diferentes, em parte podem
ser atribuidas a problemas referentes ao aumento de escala. Também é reportado na
literatura que concentragdes elevadas de oxigénio dissolvido podem ser prejudiciais
para a célula, causando estresse oxidativo, danos em nucleotideos e oxidagado de
proteinas (MANDERSON et al.,, 2006), sendo assim, como 0s niveis de oxigénio
dissolvido mantiveram-se acima de 40% isto pode ter influenciado na expressdo da

proteina.
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A produgdo de acidos, acético e latico, ndo foi elevada (figura 4.13A),
provavelmente devido ao elevado percentual de oxigénio dissolvido no cultivo. A figura
4.13A apresenta o grafico dos valores de acido acético e acido latico ao longo do
cultivo no biorreator com 3L de meio. Os valores apresentados ao final do cultivo (em
21 horas total e 15 horas de expressao), 1,55 g/L de acido latico e 0,4 g/L de acido
acético, a principio ndo seriam prejudiciais ao crescimento celular. Neste caso as

células podem ter comecgado a morrer devido a perda do plasmideo.

As concentracdes de glicerol e de lactose sdao mostradas na figura 4.13C. Os
dois compostos sdo consumidos ao mesmo tempo apds a adigdo da lactose para
inducéo (6 horas de cultivo) e a concentracdo de lactose chega a zero no final do
processo, mesmo com 10 g/L. Ja o glicerol ndo termina até o final do cultivo, sendo
assim, as células ndo pararam de crescer devido a falta de substrato, uma vez que o
crescimento celular se manteve por 9 horas apds a indugao (até 15 horas de cultivo,

quando a fase de morte celular comega a ocorrer).

A estabilidade plasmidial neste experimento com 3 L de meio foi menor que no
experimento do ponto central do planejamento. Através da analise da figura 4.13B é
possivel perceber que a estabilidade plasmidial atingiu valores proximos a zero apos
12 horas de cultivo, sendo F igual a 0,003 (0,3%) no final de 15 horas de expressao,
enquanto no experimento do planejamento na mesma condi¢do, porém em 04 L,
obteve-se F igual a 0,05 (5%) no final da expressao. Esta diferenga pode ter ocorrido
devido a velocidade de crescimento celular no biorreator com 3 L ter sido mais elevada
(figura 4.16). A fracao de células com plasmideo chegou a valores préximos a zero 6
horas apds a indugao, o que pode ser visualizado na figura 4.13B. Este pode ter sido
um dos motivos para a producdo de L-asparaginase ser tdo baixa quando comparada
a producao nas mesmas condigdes no experimento do planejamento. A atividade
enzimatica aumentou até aproximadamente 15 horas de cultivo, mesmo com a fragao
de células com plasmideo ser quase zero pelo menos 3 horas antes deste ponto. Este
fendbmeno também foi observado por outros autores (SUNITHA et al., 2000;
EINSFELDT et al., 2011). SUNITHA et al. (2000), em seus estudos de expressao de
uma fitase utilizando E. coli como hospedeiro, relataram que apds a inducdo a
producéo da enzima passa de 0 a 800 U/L e a estabilidade plasmidial passa de 100%
a 60% em 2 horas de expressao, e apds 2,5 horas de expressao, a producao de fitase
passa a 1000 U/L e a estabilidade plasmidial passa a ser 20%. Apds este periodo, a
atividade da enzima fitase comega a diminuir. EINSFELDT et al. (2011) também

apresentaram resultados semelhantes na expressdo da proteina ClpP utilizando o
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vetor pET28 e E. coli BL21 Star (DE3) como hospedeiro. Em 4 horas de expressao da
ClpP, a estabilidade plasmidial ja havia diminuido para 47% mas a produgédo da
proteina ainda estava aumentando (EINSFELDT et al., 2011).

4.3.3.4 Aumento de escala para obtencdo de dados cinéticos em biorreator

com 1,5L

Com o objetivo de estudar o processo de produgdo de L-asparaginase, em
meio de cultura definido ao longo do tempo e obter dados cinéticos para melhor
entendimento do processo e para o desenvolvimento de um modelo, foi realizado
cultivo em biorreator com 1,5 L de volume de trabalho, para a produgcdo de
L-asparaginase empregando as condi¢cdes descritas no capitulo de Metodologia. Para
tanto, foi utilizada como variavel de escalonamento a taxa de aeragao (vvm), que foi

mantida no mesmo valor da utilizada nos experimentos do planejamento.

Como a temperatura de expressdo e a absorbancia de indugdo mostraram
efeitos significativos positivos sobre a produgéo de proteina, neste experimento estas
duas variaveis foram mantidas em 37°C e absorbancia 4,6 (aproximadamente 1,3 g/L
de células), que foram os maximos valores estudados no planejamento. A obtengéo de
dados cinéticos em biorreator com 1,5L foi realizada utilizando estas condicdes e nao
a condicdo do ponto central que apresentou maior produtividade, pois os dados
obtidos neste experimento serao utilizados para a comprovacéo do modelo proposto e
para a estimagao de paréametros. Como o modelo matematico desenvolvido nao
contempla alteracdo da temperatura apds a indugcdo, esta variavel precisava ser

mantida constante, o que ndo aconteceria nas condigdes do ponto central.

A concentragdo de canamicina e a concentragao de lactose foram mantidas
nos menores niveis estudados, 25 ug/mL e 5 g/L, respectivamente, isto porque estas
variaveis nao apresentaram efeitos estatisticamente significativos sobre as respostas
avaliadas. Sendo assim, a temperatura de expressao foi fixada em 37°C empregando
25 pg/mL de canamicina e a indugao foi realizada quando a absorbancia chegou a 4,6,
com 5 g/L de lactose. Foram retiradas amostras a cada 2 horas antes da indugao.
Apoés a adigao de lactose foram retiradas amostras a cada 3 horas durante 15 horas
de indugdo. Os resultados deste experimento podem ser visualizados nos graficos
apresentados na figura 4.14 e serédo utilizados para verificagdo do modelo matematico

proposto e estimagao de parametros.
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Figura 4.14 Resultados obtidos na producédo de L-asparaginase em biorreator com
1,5L de meio de cultura definido, pH mantido em 6,7, agitacdo de 500rpm e
temperatura mantida em 37°C durante todo o cultivo. A, Cinética do crescimento
celular e da produgao de L-asparaginase. B, Cinética da concentragao de canamicina
e da fragdo de células com plasmideo (F). C, Cinética do consumo de glicerol e
lactose. D, Oxigénio dissolvido e pH ao longo do cultivo.
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Neste experimento realizado em biorreator de 1,5 L obteve-se concentragéo
celular maxima de 1,8 g/L em 14 horas de cultivo e produgdo de L-asparaginase de
8,8 Ul/mL em 20 horas de cultivo (12 horas de expressao), alcangando produtividade
maxima de 0,44 Ul/mL.h (figura 4.14A). Estes valores s&o aproximadamente a metade
dos obtidos no experimento 2 do planejamento de experimentos (3,4 g/L e
15,8 Ul/mL). O experimento 2 do planejamento foi realizado na mesma condigéo deste
experimento com exceg¢do do volume de cultivo (0,4 L no planejamento e 1,5 L nesta
cinética), e tamanho do vaso do biorreator (0,75 L no planejamento e 2,5 L nesta
cinética). Assim como discutido anteriormente, o aumento de escala pode trazer
alguns problemas, como a diminuicdo da qualidade de mistura dentro do vaso, o
aumento da exposicao das células ao estresse e a instabilidade plasmidial (SCHMIDT,
2005). Neste trabalho, a estabilidade plasmidial ndo diminuiu quando comparada a
estabilidade obtida no experimento 2 do planejamento, como pode ser visualizado na
figura 4.14B através da fracdo de células com plasmideo, sendo a estabilidade
plasmidial em 4 horas de expressdo aproximadamente 100% no experimento 2 e
neste experimento com 1,5 L. Como pode ser verificado no na figura 4.14B, a medida
que a concentracdo de canamicina diminuiu, a perda do plasmideo aumentou, sendo
que, quando a fragao de células com plasmideo atingiu valores abaixo de 0,5 (apds 17
horas de cultivo), a taxa de produgao da proteina diminuiu. Este resultado indica a
importancia da quantificagdo de canamicina e da manutengcao da estabilidade
plasmidial para a produgédo da proteina recombinante, questdo que temos levantado
em trabalhos do grupo e que é pouco analisada e valorizada na literatura (EINSFELDT
et al., 2011; LARENTIS et al., submetido). Nestes experimentos, os valores de
concentragcao de canamicina s6 foram obtidos até 11 horas de cultivo, isto porque,
ap6s este periodo houve alguma interferéncia na analise, fazendo com que nao
ocorresse crescimento celular nas analises com amostras dos pontos a partir de 14
horas de cultivo. Foi neste tempo de cultivo, a partir de 11 horas, que a L-
asparaginase comecgou a ser detectada no cultivo, o que poderia indicar que a prépria
proteina pode ser toxica para as células, impedindo o crescimento de E. coli
BL21(DE3) nas analises de concentragdo de canamicina. Além disso, em 11 horas de
cultivo havia 2,87 g/L de acido latico, sendo que, em 14 horas de cultivo a
concentracdao de acido latico ja era 6,2 g/L, concentracdo muito acima da
concentracao de 1,92 g/L necessaria para matar 50% de uma populacdo de
Escherichia coli segundo VAZQUEZ et al. (2011).

E possivel observar que antes da indugdo da expressdo da L-asparaginase

(feita pela adigéo de lactose em 8 horas de cultivo), o valor de F manteve-se em torno
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de 1,0, ou seja, o cultivo manteve a estabilidade plasmidial. A partir da sexta hora de
indugcdo (14 h de cultivo), a estabilidade plasmidial comegou a diminuir (86%),
atingindo 9% de estabilidade no final de 15 horas de expressao (23 h de cultivo). Estes
dados estdo de acordo com os resultados obtidos por XU et al. (2006), TOMAZETTO
et al. (2007), GOYAL et al. (2009) e EINSFELDT et al. (2011), que mostraram que a
indugao diminui a estabilidade plasmidial. EINSFELDT et al. (2011), em experimentos
em frascos agitados utilizando meio de cultura complexo, mostrou que a estabilidade
plasmidial diminuiu de 100% na hora da indugéo para aproximadamente 45% ao final
das 4 horas de indugao para a produgao da proteina ClpP em pET28. A diminui¢ao da
estabilidade com a inducdo da expressdo pode ser atribuida a carga metabdlica
imposta a célula pela producao da proteina recombinante. Isto ocorre porque, para a
manutencao e replicagdo dos plasmideos, a célula ja necessita mais energia que
aquela gasta com suas fungbes metabdlicas normais e a expressdo da proteina
recombinante causa um aumento ainda maior desta sobrecarga (PALOMARES et al.,
2004; POPOQV et al., 2011; SILVA et al., 2012). GOYAL et al. (2009) em seus estudos
de expresséao utilizando a cepa E. coli BL21 (DE3) e o plasmideo pET23 em meio
definido com glicose como substrato mostraram que o cultivo manteve a estabilidade
plasmidial durante aproximadamente 9 horas de cultivo; no entanto, 3 horas apos a
inducdo, o cultivo apresentava 40% de estabilidade plasmidial e 4 horas apos a

inducédo, a estabilidade ja apresentava valor proximo a zero.

Outro fator apontado por contribuir para a estabilidade plasmidial é a
composi¢cao do meio de cultura. TOMAZETTO et al. (2007), em seus resultados
utilizando um vetor pET e E. coli BL21(DE3), mostrou que cultivos em meio de cultura
complexo apresentaram maior perda de plasmideo que cultivos em meio definido
utilizando glicose como substrato. O experimento em biorreator com 1,5L de meio
definido apresentou niveis de estabilidade plasmidial muito menores que os valores de
estabilidade observados por TOMAZETTO et al. (2007) em um meio definido.
Entretanto é importante ressaltar que cada sistema tem caracteristicas particulares,
dependendo da proteina expressa e do hospedeiro e vetor utilizados (LARENTIS et al,

sunmetido).

As concentragdes de glicerol e de lactose sdao mostradas na figura 4.14C. Os
dois compostos foram consumidos ao mesmo tempo a partir da adicdo de lactose em
8 horas de cultivo para indugao da proteina recombinante e a concentracio de lactose
chega a zero no final do processo. Ja o glicerol ndo termina até o final do cultivo.

Sendo assim, pode-se inferir que as células ndo pararam de crescer devido a falta de
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substrato. O crescimento celular parou logo apés a indugao da expresséao e isto pode
ser atribuido a sobrecarga metabdlica causada pela expressao da proteina (TOKSOY
et al., 2002) e também a escassez de oxigénio dissolvido no meio de cultura (figura
4.14D).

Outro dado importante neste experimento pode ser visualizado na figura 4.14D,
que é o acompanhamento do oxigénio dissolvido durante o cultivo. Apds 8 horas de
cultivo, o percentual de oxigénio dissolvido chega a zero, o que contribui ndo sé para a
desaceleracdo do crescimento, como para a perda plasmidial e consequente
diminuicdo da producao de proteina recombinante. Alguns autores afirmam que a
diminuicdo da concentracdo de oxigénio dissolvido leva a uma diminuicdo da
estabilidade plasmidial (FRIEHS, 2004, SILVA et al., 2012). Isto ocorre porque a
reducao da concentracdo de oxigénio diminui a geragao de energia pelo catabolismo
celular e pode afetar a replicacao e particdo do plasmideo, ja que a replicagdo e a
transcricdo de um plasmideo com multiplas cépias requer uma grande quantidade de
energia (PALOMARES et al., 2004; LARENTIS et al, 2006). Uma possibilidade para
melhorar o crescimento celular, diminuir a perda plasmidial e aumentar a produgao de
L-asparaginase seria controlar o biorreator em cascata, de modo a alterar alguns
parametros durante o processo, como a agitacdo, com o intuito de manter um certo
nivel de oxigénio dissolvido no cultivo. Na figura 4.14D também sao mostrados os
valores de pH ao longo do cultivo. O pH foi mantido em 6,7. Sabe-se que o pH pode
influenciar a estabilidade plasmidial e consequentemente a produgao da proteina, ja
que meios de cultura com pH baixo causam estresse as células, contribuindo para a
perda do plasmideo (SILVA et al., 2012). Estudos demonstraram que em cultivos com
o pH controlado em 7,0, a estabilidade plasmidial foi maior que em cultivos sem
controle de pH (TOMAZETTO et al., 2007).

O meio de cultivo deste experimento utilizou glicerol como substrato para a
producao de L-asparaginase. A utilizagao deste substrato é relatada na literatura como
uma opc¢ao para diminuir a producao de acido acético no cultivo (TRIPATHI et al.,
2009). Na figura 4.15 é apresentado o grafico com as concentracdes de acido acético
€ acido latico ao longo do cultivo. No final de 23 horas, o cultivo apresentou 1,7 g/L de
acido acético e 14,3 g/L de acido latico, sendo que a producido de acido acético
comegou depois de 6 horas de cultivo, quando o percentual de oxigénio sofreu uma
redugdo drastica e atingiu valores proximos a 15%. Ja a produgao de acido latico
comecgou depois de 8 horas de cultivo, quando o oxigénio dissolvido ja havia atingido

valores proximos a zero. Como ja discutido anteriormente, a redugao do percentual de
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oxigénio dissolvido tem influéncia direta sobre a produgéo destes metabdlitos acidos e
prejudiciais para o crescimento celular (KORZ et al., 1995; LEE, 1996; GUPTA et al.,
2001b). Segundo VAZQUEZ et al. (2011) seriam necessarias concentracdes de
1,5 g/L de acido acético e 1,92 g/L de L-acido latico para reduzir uma populagao de E.
coliem 50%. Sendo assim, a concentragao de acido acético (1,7 g/L) e a concentragao

de acido latico (14,3 g/L) presentes no cultivo ja estariam prejudicando o crescimento.
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Figura 4.15 Concentragdes de acido acético e acido latico durante o cultivo para
produgéo de L-asparaginase em biorreator com 1,5L de meio de cultura definido, pH
mantido em 6,7, agitacao de 500rpm e temperatura mantida em 37°C durante todo o
cultivo.

Como ja mencionado anteriormente, neste cultivo com 1,5 L de meio a
estabilidade plasmidial chegou a 12% em 12 horas de indugao (20 horas de cultivo) e
a 9% em 15 horas de inducdo, enquanto no experimento com 3 L de meio de cultivo a
estabilidade plasmidial chegou a 1%, em apenas 6 horas de indugéo (12 horas de
cultivo) (figura 4.13B). Esta grande perda plasmidial pode ter sido um dos motivos para
a produgédo de L-asparaginase ser tdo baixa no experimento com 3 L de meio de
cultivo quando comparada a producdo nas mesmas condigdes no experimento do

planejamento e quando comparada a produgao no biorreator com 1,5L.

Na figura 4.16 sdo apresentados os valores de logaritmo natural da
concentracao celular em fungédo do tempo nos cultivos em 1,5L e 3L. Nesta figura sao
apresentadas os dados separados em duas etapas ao longo do cultivo, uma etapa na
fase exponencial antes da indugcédo da expressao e outra etapa nas primeiras 6 horas
ap6s a indugdo. Os coeficientes angulares das retas apresentadas nos graficos
representam as velocidades especificas de crescimento durante as etapas pré-
inducéo e pos-inducao. Pode-se observar que nas 6 primeiras horas apds a indugao
da expressao, a velocidade de crescimento das células no biorreator com 3 L foi

aproximadamente 0,29h™, enquanto a velocidade de crescimento das células no
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biorreator com 1,5 L foi bem menor, aproximadamente 0,06 h™'. Esta diferenga ocorreu
provavelmente devido ao maior percentual de oxigénio dissolvido no meio, conforme
discutido anteriormente. A taxa de crescimento maior, também causou uma maior
perda de plasmideo e assim ocorreu uma diminuicdo da proteina. Como discutido
anteriormente, a sobrecarga metabdlica imposta a célula durante a expressdo €
elevada, pois a célula precisa além das fungbes normais, manter e replicar o
plasmideo e ainda expressar uma proteina recombinante em niveis elevados (POPOV
et al., 2011; SILVA et al., 2012).
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Figura 4.16 Logaritmo natural da concentracdo celular durante a fase exponencial
antes da inducao e no periodo de seis horas apos a indugao. (A) Dados referentes ao
cultivo em 3 L de meio de cultivo definido. (B) Dados referentes ao cultivo em 1,5 L de
meio de cultivo definido. Os quadrados pretos representam o periodo antes da indugao
e os losangos cinza representam o periodo de 6 horas apés a inducdo. As setas
indicam o momento da indugao (adigao de lactose).

4.4 Modelagem matematica e simulagao do cultivo em modo batelada

Os dados que serédo apresentados nesta parte do trabalho tiveram o objetivo
de representar, através de um modelo matematico, o sistema de expressdo de
proteinas recombinantes utilizando plasmideos nao integrados ao genoma do

hospedeiro.

4.4.1 Modelo matematico proposto

O modelo matematico proposto neste trabalho foi desenvolvido a partir de
equacdes de balango de massa. A modelagem utilizada para descrever este processo
de células recombinantes foi baseada nos modelos propostos por IMANAKA E AIBA
(1981), MIAO E KOMPALA (1992) e LARENTIS et al. (2006). Algumas hipoteses
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foram seguidas para a formulagdo dos modelos apresentados a seguir: o reator foi
considerado de mistura perfeita e a temperatura do sistema constante. O modelo
matematico apresentado a seguir foi desenvolvido para operagao do biorreator em

batelada.

A modelagem foi desenvolvida utilizando lactose como indutor da expresséo.
Dois aspectos importantes da presencga do indutor no cultivo de células recombinantes
foram incorporados na modelagem. O primeiro efeito € que o indutor inibe o
crescimento celular. Um termo de inibicdo foi incorporado as taxas especificas de
crescimento celular. Além disso, como a lactose é utilizada como indutor, devem ser
consideradas taxas especificas de crescimento referentes ao crescimento tanto devido

ao primeiro substrato (glicerol) quanto devido a lactose.

O Balancgo de massa para o crescimento celular € mostrado nas equacdes (4.3)
e (4.4). Como o crescimento ocorre simultaneamente em glicerol e em lactose quando
ambos estdo presentes no meio, a contribuicdo de cada um dos substratos foi
considerada para a formagédo de biomassa. Na equagdo (4.4), o ultimo termo da
equacao se refere a morte de células sem plasmideo dependente da concentragdo de

antibiotico no meio. As equacgdes de X* e X" em fungéo do tempo s&o apresentadas a

seqguir:
P —lt-prurra-pwlx (4.3
% = [p-uz +p~u.;]~><* +[u; +~u;]~X’ -f(A).X (4.4)

onde t é o tempo de operagdo (h), X é a concentragao de células (g/L), p € o
coeficiente de segregagédo (adimensional), us e e S80 as taxas especificas de
crescimento referentes ao glicerol e & lactose, respectivamente (h™"), os sobrescritos +
e — denotam células com e sem plasmideo, respectivamente e f(A) é a taxa especifica

de morte celular dependente da concentragao de antibiético no meio.

As expressbes de taxas especificas de crescimento sdo mostradas nas
equagodes (4.5), (4.6), (4.7) e (4.8):
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Mo = (ke +1e)-

onde le e | denotam a concentragdo extracelular e intracelular do indutor (lactose)

+CL) Kk, +1

o,le

(g/L), respectivamente, S é a concentracao de glicerol (g/L), umax € a taxa especifica de
crescimento maxima (h™), ks e ki, sd0 constantes de saturagéo (g/L), k; representa uma
constante de inibigdo (g/L), k; representa a constante que reflete a extensdo maxima
do declinio da taxa especifica de crescimento devido ao uso do indutor (adimensional),
os subscritos S e le sao referentes ao glicerol e a lactose, respectivamente, C, é a
concentracdo de oxigénio dissolvido na fase liquida (g/L), Ko € Kos representam
parametros cinéticos do modelo (g/L).

Os balangos de massa para glicerol e lactose (indutor) sdo mostrados nas
equacdes (4.9), (4.10) e (4.11). A concentragao intracelular do indutor é baseada no
transporte deste para o interior das células e segue a equagao (4.11) proposta por
MIAO E KOMPALA (1992):

s 1 L. 1

E__Y+ . sX _T”;X_ (4.9)
%5 %6

%Z%_a(blel MK i J_Y1* WX X o)
L +lie H+“apa %e %e

dl le “apa

d Ul 4.11

dt a(b+leJ(Ku+papaJ H w1

onde S é a concentragao de glicerol (g/L), Yxs € o coeficiente de rendimento de S em
X, Yxie € 0 coeficiente de rendimento de le em X, os sobrescritos + e — denotam
células com e sem plasmideo, respectivamente, F, € a vazido massica de lactose

adicionada no biorreator (g/h), V. € o volume de liquido no biorreator (L), a e b séo
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constantes do modelo, k, € uma constante de saturagdo e ... € a taxa de crescimento

especifico aparente representada pela equagéao (4.12). Esta equagéao é definida como:

XX
Uy = X” (4.12)

sendo X=X"+X, u'= '+ pie p= Pt W

O Balango de massa para a proteina produzida € mostrado na equacéao (4.13)

e é baseado no modelo proposto por LEE (1988):

dPr _
dt

onde P, é a concentracdo da proteina (UI/L), f(u) é a taxa especifica de producao de

f(u)- X" —K, -Pr (4.13)

proteina recombinante (Ul/g cél.h) e K, € a constante de decaimento da proteina (h™.

A expressao para a taxa especifica de producao de proteina recombinante foi

baseada no modelo de Ludeking e Piret e € mostrada na equacao (4.14):

k,| .
f(p):(1+k +J-KO[(1—p)p +8] (4.14)

ii
onde k, representa a amplificagdo maxima da proteina recombinante devido a
inducéo, Ko € um parametro do modelo (Ul/g), B € um paradmetro do modelo que

representa a producdo da proteina independente do crescimento celular (h™).

A fragcao de células com plasmideo sera utilizada para descrever a influéncia
da segregacao plasmidial na dindmica das duas populagdes de células. Desta forma, a

fracdo de células com plasmideo é definida como:

Fo_ X (4.15)
X"+ X

O balango de massa para o antibiético no sistema é mostrado na equacgéo
(4.16) e a taxa especifica de morte celular dependente da concentragéo de antibidtico

no meio é mostrada na equacéo (4.17):
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dA

—=-K,-A- X" 4.16
dt ¢ (#.16)
f(A)=K_(1-e7*) (4.17)

onde A é a concentracao do antibidtico (g/L), kqi € a constante de taxa de degradagao

(L / g célula.h), K,, é a constante de taxa de morte celular e K; € uma constante.

As equacgbes de balango de oxigénio dissolvido na fase liquida e na fase gas
foram baseadas no modelo descrito por LONGHI et al. (2004). O balangco de massa

para oxigénio dissolvido na fase liquida é apresentado na equagéao (4.18):

® ® ® ®
9, k(0G| T2+ Qo | Doy Do ang

onde Kla é o coeficiente de transferéncia de massa gas-liquido, C, é a concentragao
de oxigénio na fase liquida (g/L), C.e € a concentragao de oxigénio na fase liquida em
equilibrio com o gas (g/L), P, € 0 coeficiente estequiométrico relativo entre oxigénio e

glicerol e ®,,. € 0 coeficiente estequiométrico relativo entre oxigénio e lactose.

O balango de massa para oxigénio dissolvido na fase gas é mostrado na

equacao (4.19):

dC F V
dtG _ Va(; '(CGO _CG)_K|a.(CLe _CL).V_('-3 (4.19)

onde Cg é a concentracao de oxigénio na fase gas (g/L), F. € a vazao de ar injetado
no biorreator (L/h), Vs é o volume interno de gas no biorreator (L), V. € o volume de

liquido do biorreator (L) e Cgo € a concentragdo de oxigénio no ar de alimentagao
(g/L).

A concentracdo de oxigénio na fase liquida em equilibrio com a fase gas pode

ser representada pela equacéao (4.20):

C. =K-Cq (4.20)

onde K é o coeficiente de equilibrio (adimensional) dado por:

m (4.21)

93



onde Cm ¢é a concentragdo de saturagdo do oxigénio na fase liquida (g/L), que pode
ser escrita em fungdo da temperatura através de uma equacgao obtida por regressao
dos dados experimentais reportados na literatura (PERRY E CHILTON, 1980; LONGHI

et al., 2004) para agua em pressao atmosférica:

C,=362-10°-T>-3.312.10* - T +0.01466217 (4.22)

onde T é a temperatura do biorreator (°C).

A concentracdo de oxigénio no gas de alimentacdo é obtida pela seguinte
equacao:
P-I\_/I-x02
R(T +273.15)

onde Xxo, € a fragdo molar de oxigénio no gas de alimentagcédo (adimensional), P é a

Ceo = (4.23)

pressdo no biorreator (bar), Mé a massa molecular de oxigénio (g g mol") e R é a

constante universal do gases (bar L g mol” K™).
O percentual de oxigénio dissolvido € representado por:

C
Po, C ( )

m

O conjunto de equacdes apresentadas (de 4.3 a 4.24) compde o modelo
matematico proposto para a produgcdo da proteina recombinante. A expressao da
proteina é induzida através da alimentacao de lactose através de uma entrada em
pulso no sistema. Como mencionado anteriormente, a solucdo do sistema de
equagdes do modelo descreve como cada espécie varia com o tempo de operagao do
biorreator. Sendo assim, foi realizada simulagéo do processo operando o biorreator em

batelada utilizando o modelo desenvolvido.
4.4.2 Simulagéo e estimagéo de pardmetros

Primeiramente foi realizada a estimagdo de alguns parametros utilizando os
dados da cinética de crescimento apresentada no item 4.3.3.1 deste trabalho

(biorreator com 1,5 L de meio definido). Para tal estimagéao foi utilizado um modelo

simplificado composto pelas equagdes (4.25), (4.26), (4.27), (4.28) apresentadas a
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seguir e pelas equagbes (4.19), (4.20), (4.21), (4.22), (4.23), (4.24) apresentadas

anteriormente no item 4.5.1.

% X (4.25)
Hmaxs SCL
= ’ 4.26
HS (kS +S)'(Ko,s +CL) ( )
ds 1
@ __ 1, .x 4.27
T Hs (4.27)
S
®
dc, =Kla-(C,-C )-—2 .y, -X (4.28)
dt Yy
S

Neste conjunto de equacgdes, t € o tempo de operacgao (h), X é a concentragéao
de células (g/L), us é a taxa especifica de crescimento referente ao glicerol (h”), S é a
concentragéo de glicerol (g/L), pmaxs € a taxa especifica de crescimento maxima (h™),
ks € constante de saturagao (g/L), Yxs € o coeficiente de rendimento de Sem X, C_ é a
concentragao de oxigénio dissolvido na fase liquida (g/L), Kla é o coeficiente de
transferéncia de massa gas-liquido, C. € a concentragdo de oxigénio na fase liquida
em equilibrio com o gas (g/L), ®,s € 0 coeficiente estequiométrico relativo entre

oxigénio e glicerol, k, s representa um parametro cinético do modelo (g/L).

Os parametros estimados do modelo que representa os experimentos de
cinética do crescimento sdo apresentados na tabela 4.11. A tabela 4.12 mostra a
matriz de correlagdo entre os parametros. A figura 4.17 ilustra os perfis obtidos na
simulagao das equagdes do modelo para a cinética de crescimento com os parametros
estimados. Os demais parametros mantidos constantes e utilizados na estimagao sao

mostrados no apéndice D.

Tabela 4.11 Valores dos parametros estimados no modelo de cinética do crescimento.

Parametro Unidade Valor Intervalo de confianga Significancia
Hmax,s h’ 0,4099 0,347 0,973
Ks g/L 0,3790 28,107 0,025
Ko.s g/L 4,2E-06 1,98E-05 0,371
Yyx/s Ox/9s 0,2324 0,036 1
doss - 0,1372 0,019 1
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O valor de pmaxs obtido pela estimagéao de parametros foi 0,41 h! (tabela 4.11).
Este valor é um pouco diferente do valor calculado experimentalmente, 0,47 h™, e
mostrado no item 4.3.3.1. Esta diferengca entre o valor estimado e calculado pode

ocorrer devido ao acoplamento dos parametros do modelo.

Tabela 4.12 Matriz de correlagao dos parametros estimados no modelo de cinética do
crescimento celular.

Mmax,s Ks Ko.s Yx/s boss
Mmax.s 1 0,983 -0,807 -0,009 -0,132
Ks 0,983 1 -0,688 -0,020 -0,182
Ko.s -0,807 -0,688 1 0,008 -0,007
Yx/s -0,009 -0,020 0,008 1 0,108
bo/s -0,132 -0,182 -0,007 0,108 1

Através da analise da matriz de correlagdo dos parametros (tabela 4.12) é
possivel afirmar que existe uma forte correlagdo entre os parametros Pmaxs € Ks, bem
como entre Pmaxs € Kos, pois os valores de correlagao estao proximos a 1. Segundo
SCHWAAB E PINTO (2007), quanto mais proximos do valor 1, em médulo, estiverem
os coeficientes de correlagdo, mais correlacionados estardo os parametros, € mais
serao afetados quando houver qualquer mudancga no outro parametro correlacionado.
A correlagao calculada entre pnmaxs € Ks foi de 0,983, no entanto, a significancia de
Mmaxs foi bastante elevada, apresentada na tabela (4.11), com valor de 97,3%. A
elevada correlagao entre estes pardmetros ocorre porque os fendmenos biolégicos de
crescimento, de consumo de substrato e de consumo de oxigénio sao correlacionados,
ou seja, funcionam em conjunto. Esta correlagdo € bastante frequente em modelos
tipo Monod, pelos motivos mencionados acima, sendo muito dificil diminuir a

correlagao destes dois parametros (FERREIRA, 2013).

A simulacao realizada com os parametros estimados € mostrada nos graficos
da figura 4.17. Nos gréaficos apresentados é possivel perceber que o modelo,
juntamente com os parametros estimados, consegue prever de maneira satisfatoria o
comportamento desta cinética de crescimento. Apenas a fase final do crescimento
celular ndo esta bem representada na simulacio. A simulacdo também ndo mostrou a
queda tao abrupta do oxigénio dissolvido. De posse destes resultados, os pardmetros
estimados Pmaxs, Ks, Kos, Yxs € @s foram utilizados para a estimagéo de parametros
do modelo apresentado no item 4.4.1, utilizando os dados do cultivo com expresséao da

proteina em 1,5 L de meio de cultivo.
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Figura 4.17 Resultados da simulagcdo do modelo para a cinética do crescimento
celular, usando os parametros estimados no software EMSO. (A) Concentragdo de
glicerol (preto) e células (cinza) ao longo do tempo, sendo os pontos os valores
experimentais e as linhas continuas os valores simulados. Os tridngulos representam
as células e os circulos representam o glicerol. (B) Percentual de oxigénio dissolvido
ao longo do tempo, sendo os pontos os valores experimentais e a linha continua os
valores simulados.

Para a estimacdo de paradmetros do modelo apresentado no item 4.5.1,
primeiramente foram utilizados alguns parametros da literatura, alguns calculados
experimentalmente e outros ajustados. A estimacao foi realizada utilizando os dados
experimentais obtidos no cultivo com expressdo da proteina em 1,5 L de meio de
cultivo, dados que foram apresentados no item 4.3.3.3 deste trabalho. Os parametros
estimados sdo apresentados na tabela 4.13, sendo a matriz de correlagdo entre os
parametros apresentada na tabela 4.14. Os demais parametros, mantidos constantes,
utilizados nesta estimagao, sdo mostrados no apéndice D. A simulagao, utilizando os
parametros estimados, e os dados experimentais sdo apresentados na figura 4.18.
Esta primeira estimagao foi realizada no tempo total de cultivo (23 horas), sem utilizar
os dados de concentragido de antibiotico, ja que tais dados foram obtidos apenas até

11 horas de cultivo.
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Tabela 4.13 Valores dos parametros estimados no modelo proposto.

Parametro Unidade Valor
M max,le h' 0,001
M maxle h' 0,056
p - 2,1E-01
ko Ulgee. 26,188
Ko h' 0,709
ki g/L 0,493
Kii gL 2,990
ka - 65,722
K, h' 0,159

Tabela 4.14 Matriz de correlagdo dos parametros estimados para o modelo proposto
sem considerar os dados da concentragao de antibidtico.

Hmaxie  Hmaxie p Ko Ko k ki ks K,

N+max,|e 1
Mmaxe  -0,830 1

b 0797 0707 1

ko -0,184 0,068 0,092 1

Ko -0,506 0,036 0,098 0,165 1

k; -0,822 0,972 0,797 0,054 -0,039 1

kii -0,229 -0,262 -0,141 0,326 0,895 -0,339 1

ko -0,206 -0,160 -0,074 -0,492 0,758 -0,217 0,639 1

K, 0,044 -0,049 0,111 -0,002 -0,015 0,053 -0,053 -0,020 1

Na Tabela 4.14 é apresentada a matriz de correlagdo dos parametros. Através
da andlise desta tabela percebe-se que existe uma forte correlacdo entre varios
parametros. Como mencionado anteriormente, quanto mais correlacionados os
parametros estiverem, mais proximo de 1 serd o valor da correlagdo. Alguns
parametros apresentaram valores muito elevados de correlagdo, como a correlagao
entre P maxe € K que apresentou valor de 0,972, sendo que a significancia destes dois
parametros foi muito baixa, 18% para Pmaxe € 1% para K. Com estes valores seria
necessario avaliar a real necessidade destes pardmetros no modelo, no entanto, como
0 objetivo aqui é propor um modelo matematico inicial e um conjunto de parametros
capaz de prever o comportamento do conjunto de dados testados, estes parametros
nao foram eliminados neste momento. Além disso, o processo de construgdo de um
modelo matematico capaz de prever muito bem um sistema é um processo iterativo e
interativo, que pode envolver varias reformulagdes do modelo e varias estimacgbes de

parametros, sempre acompanhados de novos conjuntos de dados. Cabe ressaltar
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ainda que o modelo proposto neste trabalho é composto por muitas equagdes e muitos
parametros, e o conjunto de dados experimentais é limitado, o que também limita a

precisdo da estimacdo de parametros. Para uma melhor estimacdo dos parametros,

seria necessario um conjunto muito maior de experimentos.
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Figura 4.18 Resultados da simulacdo do modelo proposto utilizando os parametros
estimados sem considerar os dados de concentracdo de antibiético. Os quadrados
representam os dados experimentais, as barras verticais representam os desvios
padrdo dos dados e as linhas continuas os valores obtidos na simulagido. (A)
Concentragao de glicerol ao longo do tempo. (B) Concentragao de células ao longo do
tempo. (C) Percentual de oxigénio dissolvido ao longo do tempo. (D) Concentracao de
lactose ao longo do tempo. (E) Atividade de L-asparaginase ao longo do tempo. (F)
Frac&o de células com plasmideo ao longo do tempo.

E possivel perceber através das simulacdes apresentadas na figura 4.18 que o
modelo ja é capaz de prever varias caracteristicas do sistema. A simulacdo de
consumo de lactose, por exemplo, representada pela linha continua no grafico (D),

consegue representar bem os dados experimentais representados pelos pontos no
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grafico, assim como ocorre com o consumo de oxigénio dissolvido (grafico (C)). No
entanto, a simulagdo nao foi capaz de prever o decaimento da proteina no final do

cultivo.

De posse dos parametros estimados, apresentados na tabela 4.13, foi
realizada a estimagao utilizando o conjunto de dados juntamente com os valores de
concentracao de antibidtico até 11 horas de cultivo. Nesta nova estimagdo, os
parametros ja estimados foram mantidos constantes, assim como os parametros ja
mantidos constantes na estimacgao anterior. Foram estimados os parametros relativos
as equacdes que envolvem concentracao de antibidtico. Os parametros estimados sao
apresentados na tabela 4.15. Na Tabela 4.16 é apresentada a matriz de correlagao

dos parametros.

Tabela 4.15 Valores dos parametros estimados no modelo proposto considerando os
dados da concentragao de antibiético até 11 horas de cultivo.

Parametro Unidade Valor

K, L/g 7 46E-06
K., h' 0,529
Kai l/g.h 0,146

Tabela 4.16 Matriz de correlagdo dos parametros estimados para o modelo proposto
considerando os dados da concentragéo de antibiético até 11 horas de cultivo.

Ks Km Kai
Ks 1
Km -1 1
Kai -0,059 0,059 1

Através da analise da tabela 4.16 é possivel perceber uma forte correlagao
entre os parametros K; e K. Estes dois parametros também apresentaram uma
significAncia muito baixa. No entanto, assim como discutido anteriormente, estes
parametros ndo foram eliminados neste momento, pois objetivo aqui é propor um
modelo matematico inicial e um conjunto de parametros capaz de prever o

comportamento do conjunto de dados testados.

Com os parametros estimados, apresentados nas tabelas 4.13 e 4.15, foi
realizada simulacdo do processo com 23 horas de cultivo. Os perfis obtidos das

espécies envolvidas sao mostrados na figura 4.19. Através da anadlise dos graficos
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mostrados nesta figura, percebe-se que o modelo foi capaz de prever
satisfatoriamente o comportamento do sistema. A simulacdo da concentracdo de
antibidtico, lactose e pO, conseguiu prever bem os dados experimentais. No entanto,
ocorreram alguns problemas. A simulagao da fragédo de células com plasmideo nao
consegue prever a queda dos dados experimentais a quase zero nos pontos finais do
experimento (dados mostrados na figura 4.19F). Como mencionado anteriormente, a
simulagao ndo mostra a degradagao da proteina no final do cultivo, apesar de possuir
um termo de degradacao acoplado ao balango de massa de proteina. Uma alternativa,
para melhorias futuras do modelo, seria a mudanca deste termo por algum termo
acoplado ao crescimento celular, ja que no final do cultivo pode estar ocorrendo morte
celular, com lise das células e consequente liberagdo de proteases no meio de cultivo

e, com isso, a degradacgao da proteina de interesse.

Outra observacao interessante € o comportamento dos valores simulados de
glicerol e células. Ambos se distanciam dos pontos experimentais em um mesmo
instante de tempo. Este distanciamento ocorre quando as células estdo saindo da fase
exponencial de crescimento, parando de crescer, € quando ocorre a indugao da
expressao da proteina através da adigao de lactose no sistema. Este fato sugere que
ocorre o consumo de glicerol independente do crescimento. A célula consome glicerol
nesta fase para sua manutencao. Desta forma, seria interessante adicionar um termo
de consumo de glicerol desacoplado do crescimento na equagéo de balangco de massa

do glicerol, modificando o modelo proposto.
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Figura 4.19 Resultados da simulagdo do modelo proposto utilizando os parametros
estimados considerando os dados de concentracdo de antibidtico. Os quadrados
representam dados experimentais, as barras verticais representam desvios padrao dos
dados e as linhas continuas valores obtidos na simulagdo. (A) Concentragédo de
glicerol ao longo do tempo. (B) Concentragdo de células ao longo do tempo. (C)
Oxigénio dissolvido ao longo do tempo. (D) Concentragao de lactose ao longo do
tempo. (E) Atividade de L-asparaginase ao longo do tempo. (F) Fracao de células com
plasmideo ao longo do tempo. (G) Concentragao de antibiético ao longo do tempo.
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4.4.3 Modificagdo do modelo matematico proposto

Como analisado no item anterior, foi verificada a necessidade da adigdo de um
termo de consumo de glicerol desacoplado do crescimento na equacgéo de balango de
massa do glicerol. Sendo assim o modelo proposto sera modificado, sendo a equagéo
(4.9) substituida pela equagéao adicionada (4.29). Também sera adicionada ao modelo

matematico a equacao (4.30) mostrada a seguir:

%:—Yl -p;x+—Yi-pSX—m-x (4.29)
%% %%
me Mo S (4.30)
Koo +S

sendo m a taxa especifica de consumo do substrato desacoplada do crescimento
(1/h), m, taxa maxima especifica de consumo de substrato desacoplada do

crescimento (1/h) e Ky, parametro do modelo (g/L).

De posse deste novo conjunto de equagdes do modelo proposto modificado, o
parametro m, foi estimado e a simulacdo foi realizada. O parametro m, foi estimado
com valor de 0,497 h™'. As simulagdes sdo apresentadas na figura 4.20. Analisando os
graficos contidos nesta figura € possivel perceber que a adicdo do termo na equagao
de consumo de glicerol melhorou a capacidade do modelo de prever os dados
experimentais. No grafico de consumo de glicerol ao longo do tempo, a linha continua
(dados simulados) coincide com os dados experimentais. O restante dos perfis

continuou apresentando 0 mesmo comportamento.
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Figura 4.20 Resultados da simulagdao do modelo proposto modificado utilizando os
parametros estimados. Os quadrados representam os dados experimentais, as barras
verticais representam os desvios padrdo dos dados e as linhas continuas os valores
obtidos na simulagdo. (A) Concentracdo de glicerol ao longo do tempo. (B)
Concentracgao de células ao longo do tempo. (C) Percentual de oxigénio dissolvido ao
longo do tempo. (D) Concentragdao de lactose ao longo do tempo. (E) Atividade de
L-asparaginase ao longo do tempo. (F) Fracao de células com plasmideo ao longo do
tempo. (G) Concentracao de antibiético ao longo do tempo.
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Apéds os resultados obtidos, é possivel avaliar que modelagem matematica
proposta mostrou-se promissora na previsao do comportamento deste tipo de sistema,
sendo capaz de descrever satisfatoriamente bem os dados de produgéo da proteina
recombinante em biorreator operando em modo batelada. Os problemas apresentados
na estimacao de parametros e simulacdo podem ser superados com a realizacdo de
mais experimentos e melhorias no modelo em um processo iterativo e interativo, como

mencionado anteriormente.

4.5 Ensaios de estabilidade da L-asparaginase recombinante

Ensaios de estabilidade da enzima L-asparaginase recombinante foram
realizados utilizando manitol e sorbitol como agentes de preservacido, e também
utilizando tampéo fosfato de sédio como solvente padrdo a fim de comparagdo. As
tabelas 4.17, 4.18 e 4.19 mostram os dados de atividade da enzima e do percentual de
atividade conservada ao longo de 92 dias em duas temperaturas de armazenamento.
Observando a tabela 4.17, que mostra os dados do armazenamento da enzima em
sorbitol e manitol a 4°C, pode-se perceber que tanto em sorbitol quanto em manitol a
atividade enzimatica sofre uma queda no primeiro dia de armazenamento. A partir do
segundo dia as atividades se estabilizam. Quando armazenada em manitol a 4°C, a
enzima manteve 96% de sua atividade ao final de 92 dias, ja quando armazenada em
sorbitol a 4°C a enzima manteve 86% de sua atividade neste mesmo periodo. A tabela
4.19 apresenta os dados observados com a amostra armazenada na condicdo padréo
em tampao fosfato, sendo que a enzima em tampao fosfato armazenada por 69 dias a
4°C manteve 90% da atividade inicial. Estes valores indicam que tanto sorbitol, manitol
ou tampao fosfato podem ser utilizados como agentes de preservacdo no

armazenamento a 4°C, dentro do periodo estudado.

Tabela 4.17 Dados de atividade de L-asparaginase durante ensaios de estabilidade da
enzima armazenada a 4°C

Tempo  Manitol 4°C Atividade Sorbitol 4°C Atividade
(dias) (Ul/mL) Conservada (%) (Ul/mL) Conservada (%)
0 0,258 + 0,008 - 0,346 £ 0,015 -
1 0,202 + 0,035 78 0,272 £ 0,027 81
2 0,253 £ 0,053 98 0,291 £ 0,031 87
6 0,254 £ 0,005 99 0,287 £+ 0,005 85
92,0 0,248 + 0,003 96 0,289 £ 0,007 86
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A tabela 4.18 mostra os dados do armazenamento da enzima em sorbitol e
manitol a -20°C. Assim como observado nas amostras armazenadas a 4°C, pode-se
perceber que tanto em sorbitol quanto em manitol a atividade enzimatica sofre uma
queda nos primeiros dias de armazenamento a -20°C. Com armazenamento em
periodo mais longo, a atividade se estabiliza. Quando a L-asparaginase recombinante
foi armazenada em manitol a -20°C, a enzima manteve 98% de sua atividade ao final
de 92 dias, ja quando armazenada em sorbitol a -20°C a enzima manteve 88% de sua
atividade neste mesmo periodo. Quando a enzima foi armazenada no solvente padréo
(tampao fosfato) por 69 dias a -20°C manteve apenas 63% da atividade inicial. Estes
valores indicam que quando a enzima é armazenada a -20°C o uso de manitol e
sorbitol poderiam ajudar na estabilidade da enzima. Existem muito poucos trabalhos
na literatura que avaliam a estabilidade de proteinas recombinantes (LARENTIS et al.,
2011a). Um destes estudos mostra que foi possivel manter a enzima recombinante
PsaA de Streptococcus pneumoniae preservada por 36 meses sendo armazenada
tanto em 4°C quanto em -70°C, utilizando o tampao PBS (tampao fosfato-salino) como
solvente(LARENTIS et al., 2011a). Além disso, este estudo mostrou que ndo havia
diferenga significativa entre armazenar a proteina apenas em PBS ou em PBS com
adicdo de 10% de crioprotetores (agentes de preservagao): glicerol e sacarose
(LARENTIS et al., 2011a).

Tabela 4.18 Dados de atividade de L-asparaginase durante ensaios de estabilidade da
enzima armazenada a -20°C

Tempo Manitol -20°C Atividade Sorbitol -20°C Atividade
(dias) (Ul/mL) Conservada (%) (Ul/mL) Conservada (%)
0 0,258 + 0,008 - 0,335+ 0,015 -
1 0,178 £ 0,029 69 0,254 + 0,048 76
2 0,207 + 0,008 80 0,261 + 0,027 78
6 0,211 £ 0,019 82 0,287 + 0,019 85
92 0,253 98 0,294 88
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Tabela 4.19 Dados de atividade de L-asparaginase durante ensaios de estabilidade
utilizando tampéao fosfato de sédio como solvente

Tempo Tampéao fosfato Atividade Tampao fosfato Atividade
(dias) -20°C (Ul/mL) Conservada (%) 4°C (Ul/mL)  Conservada (%)
0 1,87 £ 0,34 - 1,87 £ 0,34 -
6 1,26 + 0,08 68 1,77 £ 0,06 95
69 1,18 £ 0,03 63 1,68 + 0,07 90

Os dados obtidos em 92 dias de armazenamento utilizando sorbitol e manitol
como agentes de preservacao foram analisados através de um planejamento de
experimentos (fatorial completo — 2%). As variaveis independentes estudadas foram:
agente de preservagcdo e temperatura de armazenamento. Foram analisados os
efeitos das duas variaveis independentes sobre o percentual de atividade enzimatica
preservada (mantida) apds 92 dias de armazenamento. Os experimentos do
planejamento fatorial sdo mostrados na tabela 4.20, juntamente com sua variavel de
resposta.

Tabela 4.20 Experimentos do planejamento fatorial e o sua variavel de resposta
depois de 92 dias de armazenamento

Experimento Agente de preservacdo Temperatura (°C) Percentual de atividade mantida (%)

1 Sorbitol (-1) 20 (-1) 87,5
2 Manitol (+1) -20 (-1) 98,0
3 Sorbitol (-1) 4 (+1) 84,7
4 Sorbitol (-1) 4 (+1) 87,5
5 Manitol (+1) 4 (+1) 97,1
6 Manitol (+1) 4 (+1) 95,2

Na tabela 4.21 sado apresentados os valores dos efeitos das variaveis e seus

respectivos p-valor, considerando significativos os efeitos com p < 0,1.
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Tabela 4.21 Efeitos das variaveis sobre o percentual de atividade enzimatica mantida
apo6s 92 dias de armazenamento

Percentual de atividade mantida (%)

Efeitos p-valor
Média/Interacao 91,910,74 <0,001
(A) Agente de preservacéo 10,2+1,48 0,02
(B) Temperatura de armazenamento (°C) -1,65+1,48 0,38
Interac&o entre (A) e (B) -0,22+1,48 0,90

Através das analises apresentadas na tabela 4.21 é possivel afirmar que o
agente de preservacao tem efeito significativo sobre a preservagédo da atividade da
enzima estocada por 92 dias. Ja a temperatura de armazenamento e a interagcéo entre
as duas variaveis nao apresentaram efeitos significativos. Sendo assim, como o efeito
do agente de preservacdo € positivo, 0 manitol é capaz de conservar melhor a
atividade da enzima independente da temperatura de armazenamento (4°C ou -20°C).
O manitol é o excipiente utilizado no medicamento comercial Elspar (L-asparaginase
nativa de E. coli). Estes ensaios auxiliam na preservagdo da enzima por um periodo
maior, indicando um possivel agente para ser utilizado durante o processo de

liofilizagdo, de modo a facilitar possiveis estudos de atividade antileucémica.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste trabalho o gene de L-asparaginase de Z. mobilis foi estudado
empregando ferramentas de bioinformatica, otimizado e sintetizado. Este gene
otimizado foi clonado e expresso em E. coli BL21 (DE3). Foram obtidos dois clones
para obtencéo da proteina em compartimentos distintos da bactéria, citoplasma e meio

extracelular.

Através de analises de bioinformatica foi possivel afirmar que os primeiros 29
aminoacidos da proteina tém elevada probabilidade de fazer parte de um peptideo
sinal, corroborando os resultados de ABUD (2005) que mostrou que esta
L-asparaginase é periplasmatica. Através de alinhamentos com outras sequéncias de
L-asparaginase foi possivel observar que a sequéncia da proteina de Z. mobilis possui
elevada identidade (em torno de 40%) com a sequéncia de L-asparaginase tipo Il de
E. coli, que possui comprovada atividade antileucémica. Além disso, foi possivel
observar que os aminoacidos do sitio ativo da L-asparaginase de Z. mobilis sao
altamente conservados e alinhados com os aminoacidos da L-asparaginase tipo Il de
E. coli. Estes dados forneceram fortes indicios de que a L-asparaginase de Z. mobilis
apresenta atividade antileucémica e poderia ser utilizada no futuro como biofarmaco
no tratamento de LLA. Desta forma, o emprego de DNA recombinante é a ferramenta
ideal para produzir esta enzima em altas quantidades para estudos e testes de

atividade antileucémica.

O gene otimizado da L-asparaginase de Z. mobilis foi clonado em E. coli
utilizando os vetores pET26b e pET28a. Foram obtidos dois clones:
E. coliBL21 (DE3)/pET26b/ans e E. coli BL21 (DE3)/pET28a/ans. Através do clone
E. coliBL21 (DE3)/pET26b/ans foi possivel expressar a enzima L-asparaginase
recombinante, obtendo-a no meio extracelular e apresentando atividade enzimatica.
Utilizando o clone E. coli BL21 (DE3)/pET28a/ans também foi possivel expressar a
enzima L-asparaginase apresentando atividade enzimatica, no entanto, a enzima foi
obtida no citoplasma. E importante ressaltar que esta é a primeira vez que a enzima
L-asparaginase de Z. mobilis foi produzida em outro micro-organismo, de forma
recombinante e, devido ao seu potencial de inovagao tecnoldgica, uma patente foi
depositada no Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (INPI) (EINSFELDT et al.,
2014).
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Em 4 horas de expressdo em frascos agitados, utilizando meio de cultura
complexo (LB) e IPTG como indutor, obteve-se 0,19 Ul/mL de L-asparaginase
utilizando o clone E. coliBL21 (DE3)/pET26b/ans, e 7,6 Ul/mL de L-asparaginase
utilizando o clone E. coliBL21 (DE3)/pET28a/ans. Quando o cultivo de
E. coliBL21 (DE3)/pET26b/ans, em frascos agitados com meio de cultivo LB, foi
induzido com 2 g/L de lactose, obteve-se 2,5 vezes mais L-asparaginase do que
quando comparado ao mesmo cultivo induzido por IPTG. Quando foi utilizado 10 g/L

de lactose, obteve-se 7 vezes mais L-asparaginase do que quando induzido por IPTG.

No cultivo em biorreator da cepa E. coli BL21 (DE3)/pET26b/ans utilizando
0,4 L de meio de cultura complexo (LB), obteve-se 0,13 Ul/mL da enzima extracelular
e rendimento de 172,7 Ul/g de célula. Cabe ressaltar que a proteina pode ter ficado
retida no periplasma, ja que o peptideo sinal faz o direcionamento para este
compartimento em E. coli, e acredita-se que a proteina passe para o meio extracelular
por transporte passivo através das estruturas da membrana desestabilizadas
(SORENSEN E MORTENSEN, 2005). Em trabalhos futuros poderiam ser adicionadas
substancias para aumentar a permeabilidade da membrana, como glicina (TRIPATHI

et al., 2009), e assim aumentar a quantidade de proteina no meio extracelular.

Ja no cultivo da cepa E. coli BL21 (DE3)/pET28a/ans em biorreator utilizando
meio de cultura complexo, em 4 horas de indugdo com IPTG, obteve-se 3,57 Ul/mL de
L-asparaginase (enzima intracelular) e rendimento de 5185 Ul/g de célula. Os valores
de produgcdo de L-asparaginase apresentados neste trabalho sdo superiores aos
apresentados pelo micro-organismo nativo desta L-asparaginase (Z. mobilis). Estudos
realizados no laboratério de Bioprocessos do Programa de Engenharia Quimica da
COPPE/UFRJ mostraram que cultivos de Z. mobilis, realizados em frascos agitados,
produziam atividade de 37,79 Ul/g de célula em 33 horas (ABUD et al., 2004). Através
da produgdo da L-asparaginase recombinante foi possivel obter aproximadamente 4
vezes mais Ul/g de célula da enzima extracelular e 135 vezes mais Ul/g de célula da
enzima intracelular, em um tempo 4 vezes menor, nos biorreatores com meio de
cultura complexo. A baixa produtividade da enzima L-asparaginase por Z. mobilis era
um obstaculo para o estudo e producdo da enzima a partir deste micro-organismo,
sendo assim, foi possivel produzir a partir dos clones obtidos neste trabalho, tanto em
frascos agitados quanto em biorreatores, quantidade suficiente de L-asparaginase

para possibilitar a realizagdo de estudos da atividade antileucémica.
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Apesar da concentragéo de proteina obtida de forma intracelular ser maior que
a de proteina obtida de forma extracelular, tanto em frascos agitados quanto em
biorreatores com meio de cultura complexo, os valores de atividade especifica
(L-asparaginase expressa em relagdo a quantidade de proteina total) sdo similares.
Isto indica que a amostra de proteina extracelular apresentou menos contaminantes, o
que facilita muito a sua purificagdo e exclui a etapa de rompimento celular, diminuindo
tempo e custos de processo. Sendo assim, o clone E. coli BL21 (DE3)/pET26b/ans
(expressao extracelular) foi escolhido para ser utilizado nas etapas com meio de

cultura definido.

Através do planejamento de experimentos empregado foi possivel analisar a
influéncia de algumas variaveis do processo de expressdo da proteina
L-asparaginase, aumentar a produgdo da enzima e obter as condigbes a serem
utilizadas para a obtencdo de dados cinéticos. Nestes experimentos, foram avaliadas
as influéncias da temperatura de expressdo, da concentracdo de canamicina, da
concentracdo de lactose e da absorbancia de indugdo sobre o crescimento celular,
produtividade de proteina e estabilidade plasmidial. Através dos dados em 4 horas e
16 horas de expressao foi possivel inferir que o aumento no tempo de expressdo de
4 h para 16 h proporcionou maior produtividade de proteina, sendo assim, as analises
dos efeitos foram realizadas com os dados de 16 horas de expressdo. Em 16 horas de
expressao, nos experimentos do ponto central obteve-se média de 2,5 + 0,5 g/L de
células, a fracdo de células com plasmideo apresentou média de 0,05 £ 0,009 e a
produgcao de L-asparaginase alcangou 20,4 + 1,5 Ul/mL. Nenhuma das variaveis
avaliadas apresentou efeito significativo sobre o crescimento celular. A temperatura de
expressao, a absorbancia de indugdo e a curvatura apresentaram efeitos positivos
sobre a produtividade de L-asparaginase. .Ja a concentragdo de canamicina e a
concentracao de lactose nao apresentaram efeitos estatisticamente significativos
sobre a produtividade de L-asparaginase nem sobre a fragdo de células com
plasmideo. No entanto, a temperatura de expressdo e a absorbancia de indugao
apresentaram efeitos significativos negativos sobre a estabilidade plasmidial, resultado
oposto ao efeito destas mesmas variaveis sobre a produtividade de L-asparaginase,
ou seja, o aumento destas variaveis resultou em aumento na L-asparaginase mas

também levou a maior perda plasmidial.

Os valores de produtividade de L-asparaginase extracelular alcangados em 16
horas de expressao nos experimentos do planejamento, em meio de cultura definido e

induzidos por lactose, foram superiores aos apresentados nos cultivos em biorreatores
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com meio de cultura complexo e inducdo por IPTG. Quando comparamos os valores
obtidos no cultivo em meio de cultura complexo, em biorreator, com os valores dos
cultivos do ponto central do planejamento pode-se afirmar que a produtividade foi
aumentada em 50 vezes. Além disso, nos experimentos do ponto central, em 16 horas
de indugéo, foi alcangado rendimento médio de 8357 Ul/g de célula, muito superior ao
rendimento apresentado na produgao da L-asparaginase nativa por Z. mobilis (ABUD
et al., 2004).

Foi realizado um aumento de escala e validagdo do planejamento de
experimentos em biorreator de 3L. Neste experimento obteve-se 2,7Ul/mL em 9 horas
de expressao e 1,1 Ul/mL em 15 horas de expressao. Os valores de proteina obtidos
em 3L foram dez vezes menores que os obtidos no mesmo experimento do
planejamento em 0,4 L. No entanto, a concentracao celular atingiu o dobro do valor
alcancado no planejamento experimental. Na literatura é reportado que taxas de
crescimento menores alcangam maiores producgdes de proteina (RIESENBERG et al.,
1991; SILVA et al., 2013), fato que foi constatado neste experimento, pois a célula

cresceu mais, diminuiu a estabilidade plasmidial e produziu menos proteina.

Para a obtencao dos dados cinéticos que foram utilizados para avaliagdo do
modelo proposto neste trabalho foi realizado um experimento em biorreator de 1,5L.
Neste experimento foram utilizadas as mesmas condicbes do experimento 2 do
planejamento (temperatura de expressao igual a 37°C, Absgonm de indugao igual a 4,6,
5 g/L de lactose e 25 pyg/mL de canamicina), o qual apresentou a melhor produtividade
de proteina entre os experimentos com temperatura constante, ja que o modelo ndo
prevé alteracdo de temperatura. Obteve-se concentracdo celular maxima de 1,8 g/L
em 14 horas de cultivo e produgcédo de L-asparaginase de 8,8 Ul/mL em 20 horas de
cultivo (12 horas de expressao). Pode-se perceber o consumo simultdneo de glicerol e
lactose neste cultivo apds a indugao. Além disso, a concentragdo de canamicina foi
quantificada até 11h de cultivo, mostrando uma diminuigdo da sua concentracdo. A
estabilidade plasmidial comegou a diminuir a partir da sexta hora de indugéo (14 h de
cultivo), atingindo 9% de estabilidade no final de 15 horas de expressao (23 h de
cultivo). Sabe-se que a diminui¢cdo da estabilidade com a indugao da expressao pode
ser atribuida a carga metabdlica imposta a célula (POPOV et al., 2011; SILVA et al.,
2012). E importante ressaltar que poucos s&o os trabalhos da literatura que avaliam a
estabilidade plasmidial, pois € uma metodologia bastante trabalhosa e com erros altos,
mas sem isso ndo é possivel avaliar corretamente um processo de produgao de

proteina recombinante (FRIEHS, 2004). Além disso, a dosagem de antibiotico também
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nao € comum e este talvez seja um dos poucos trabalhos que fagam isso, apesar das

limitagbes apresentadas.

A fim de representar o processo de expressdo de proteinas recombinantes
utilizando plasmideos néo integrados ao genoma do hospedeiro e permitir um melhor
entendimento do mesmo, um modelo matematico foi proposto. Através dos resultados
obtidos € possivel avaliar que a modelagem matematica proposta mostrou-se
promissora na previsdo do comportamento deste tipo de sistema, sendo capaz de
descrever satisfatoriamente os dados de produgdo da proteina recombinante em
biorreator operando em modo batelada. Os problemas apresentados na estimagao de
parametros e simulagdo podem ser diminuidos ou até mesmo superados com a
realizagdo de mais experimentos e melhorias no modelo em um processo iterativo e

interativo, tornando a simulagédo do processo mais precisa.

Testes de estabilidade da proteina foram realizados em duas temperaturas
(4°C e -20°C), utilizando dois agentes de preservagao (sorbitol e manitol), empregando
ferramenta de planejamento de experimentos para avaliagdo destes efeitos. Estes
experimentos mostraram que em 92 dias de armazenamento a temperatura nao
apresentou influéncia significativa sobre o percentual de atividade mantida nas
condigbes testadas. No entanto, o agente de preservagdo apresentou efeito
significativo, sendo o manitol o agente que apresentou a melhor preservagéo de
atividade da proteina. Na literatura sdo encontrados poucos trabalhos que avaliam a
estabilidade de proteinas recombinantes (LARENTIS et al., 2011a). Estes ensaios
auxiliam na preservagcdao da enzima por um periodo maior, de modo a facilitar

possiveis estudos de atividade antileucémica.

Por fim, é importante ressaltar, que a enzima produzida neste trabalho foi
testada em células leucémicas de pacientes, apresentando resultados promissores
(efeitos citotdxicos e citostaticos) e compativeis com a enzima de Escherichia coli
disponivel no mercado (BAPTISTA, 2013), comprovando seu potencial de inovacgao.
Desta forma, além da enorme importancia para area da saude, esta tese traz
contribuicbes significativas para a pesquisa na area de produgcdo de proteinas

utilizando células recombinantes.
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APENDICE A

Apéndice A.1 - Alinhamento global da sequéncia de aminoacidos de

L-asparaginase tipo | (ans A) e tipo Il (ans B) de Escherichia coli

10 20 30 40 50 60

| l \ | | |

ansAxx0 ------ MQKKSIYVAYTGGTIGMQ----RSEQGYIPVSGHLORQLALMP-~~~==-= EFH
ansBxx1 MEFFKKTALAALVMGESGAALALPNITILATGGTIAGGGDSATKSNYTVGKVGVENLVNA

.ok e e . * ok *

Prim.cons. MEFFKK22222222222G222222N1T12222G21222G2222222222GKVGVENL222

70 80 90 100 110 120

| l \ | | |

ansAxx0 RPEMPDFT--IHEYTPLMDSSDMTPEDWQHIAEDIKAHYDDYDGFVILHGTDTMAYTASA
ansBxx1 VPQLKDIANVKGEQVVNIGSQDMNDNVWLTLAKKINTDCDKTDGEVITHGTDTMEETAYF

*:: *:: * . :'*'**‘ H * :*:‘*::‘ *‘ KAk Khkkhk KhkkhkkhkkkkKk

Prim.cons. 2P222D22NV22E22222282DM2222W222A2212222D22DGFVI2HGTDTM22TA22
130 140 150 160 170 180

| l \ | | |

ansAxx0 LSFMLENLGKPVIVTGSQIPLAELRSDGQINLLNALYVAANYPIN--EVTLFENNRLYRG
ansBxx1 LDLTVK-CDKPVVMVGAMRPSTSMSADGPFNLYNAVVTAADKASANRGVLVVMNDTVLDG

* . .. khkk oo o * . * . . . KKk ek k kk . * k. * . o k. . *

Prim.cons. L22222N22KPV222G222P222222DG22NL2NA222ARA22222NR2V2222N22222G

190 200 210 220 230 240

| l \ | | |

ansAxx0 NRTTKAHADGFDAFASPNLPPLLEAG-IHIRRLNTPPAPHG-EGELIVHPITPQP-IGVV
ansBxx1 RDVTKTNTTDVATFKSVNYGPLGYIHNGKIDYQRTPARKHTSDTPFDVSKLNELPKVGIV
R H SRR * : H HN Kook H

Prim.cons. 222TK22222222F2S2N22PL2222N2212222TP222H2S22222V222222PK2G2V
250 260 270 280 290 300

| l \ | | |

ansAxx0 TIYPGISADVVRNEFLRQPVKALILRSYGVGNAPONKAFLOELQEASDRGIVVVNLTQCMS
ansBxx1 YNYANASDLPAKALVDAGYDGIVS—--AGVGNGNLYKSVFDTLATAAKTGTAVVRSSRVPT
ooF Lo Lot KAEIK I :

Prim.cons. 22Y222822222222222222222RS2GVGN2222K222221L.22R222G22VV2222222
310 320 330 340 350 360

| l \ | | |

ansAxx0 GKVNMGGYATGNALAHAGVIGGADMTVEATLTKLHYLLSQELDTETIRKAMSONLRGELT
ansBxx1 GATTQDAEVDD---AKYGFVASGTLNPQKARVLLOLALTQTKDPOQIQQIFNQY—————~

* * e Kk . . o . * . * ok * e ke e o K

Prim.cons. G2222222222NALA22G2222222222222221.22212Q22D222122222Q2LRGELT

ansAxx0 PDD
ansBxx1 —-——-
Prim.cons. PDD
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Apéndice A.2 - Alinhamento global da sequéncia de aminoacidos de
L-asparaginase tipo Il (ans B) de Erwinia chrysanthemi e de L-asparaginase

tipo Il (ans B) de Escherichia coli

10 20 30 40 50 60

[ [ [ [ [ [
AnsB erwinia chrysanthemi  MERWFKSLFVLVLFFVEFTASAADKLPNIVILATGGTIAGSAATGTQTTGYKAGALGVDTL

ansB_E coli ME-FFKKTALAALVMGFSG-AALALPNITILATGGTIAGGGDSATKSN-YTVGKVGVENL
Kk kx| s ks ks okkkkkk kkkkkkkkkk 2 ks Kk Kk skks Kk

Prim.cons. MER2FK222222L222F22SAR22LPNI2ILATGGTIAG22222T222GY22G22GV22L
70 80 90 100 110 120

[ [ [ [ [ [
AnsB erwinia chrysanthemi  INAVPEVKKLANVKGEQFSNMASENMIGDVVLKLSQRVNELLARDDVDGVVITHGTDIVE

ansB_E coli VNAVPQLKDIANVKGEQVVNIGSQDMNDNVWLTLAKKIN--TDCDKTDGFVITHGTDTME
ckkkKk ok skKkkkKkkk | ke keak sk Kk Kussok KKk KKk kKK kK sk

Prim.cons. 2NAVP22K22ANVKGEQ22N22522M222V2L2L2222NEL222D22DG2VITHGTDT2E
130 140 150 160 170 180

[ [ [ [ [ [
AnsB erwinia chrysanthemi  ESAYFLHLTVKSDKPVVEVAAMRPATAISADGPMNLLEAVRVAGDKQSRGRGVMVVLNDR

ansB E coli ETAYFLDLTVKCDKPVVMVGAMRPSTSMSADGPFNLYNAVVTAADKASANRGVLVVMNDT
Kakkkk kkkk Kkkkkkok kkkki ks kkkkKkskk s kk Kk Kk K Kkkky kK kK

Prim.cons. E2AYFL2LTVK2DKPVV2V2AMRP2T22SADGP2NL22AV22A2DK2S522RGV2VV2ND2

190 200 210 220 230 240

[ [ [ [ [ [
AnsB erwinia chrysanthemi  IGSARYITKTNASTLDTFKANEEGYLGVIIGNRIYYQONRIDKLHTTRSVEDVRGLTSLPK

ansB E coli VLDGRDVTKTNTTDVATFKSVNYGPLGY IHNGKIDYQRTPARKHTSDTPFDVSKLNELPK
oLk akkkke. o kkke .k Kk ok ok kX kX . kxKk ok kkx

Prim.cons. 2222R22TKTN22222TFK2222G2LG2I1222212YQ222222HT2222FDV22L22LPK
250 260 270 280 290 300

[ [ \ \ [ [
AnsB erwinia chrysanthemi VDILYGYQDDPEYLYDAAIQHGVKGIVYAGMGAGSVSVRGIAGMRKAMEKGVVVIRSTRT

ansB E coli VGIVYNYANASDLPAKALVDAGYDGIVSAGVGNGNLYKSVEDTLATAAKTGTAVVRSSRV
FoRoELE o P I A
Prim.cons. V212Y2Y222222222R2222G22GIV2RAG2G2G222222222222R222G22V2RS2R2
310 320 330 340 350
\ \ \ \ \
AnsB erwinia chrysanthemi GNGIVPPDEELPG----— LVSDSLNPAHARILLMLALTRTSDPKVIQEYFHTY
ansB E coli PTGATTQDAEVDDAKYGEFVASGTLNPQKARVLLQLALTQTKDPOQIQQIFNQY
LKL F k. Lt KR akkok akokakok kkokk ok kk. kk. k. X
Prim.cons. 22G2222D2E222AKYGF22S22LNP22AR2LL2LALT2T2DP22IQ22F22Y
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Apéndice A.3 - Alinhamento global da sequéncia de aminoacidos de
L-asparaginase tipo Il (ans B) de Zymomonas mobilis e de L-asparaginase tipo Il

(ans B) de Escherichia coli

10 20 30 40 50 60
\ \ \ \ \ \
ansBﬁEicoli MEFFKKTALAA-—-—=————— LVMGFS-======—— GAALALPNITILATGGTIAGGGDSAT
tipoIl 7 mobilis ZM4 MMIFKIPVKASSAAALAICMMMGATPAISMNNQVHSIQTLPRILVLATGGTISGKKNGMS
* ** .. *- . ** . . ** * ******* * . .
Prim.cons. M22FK2222A2SAAALAIC22MG22PAISMNNQVZZZZZLPZIZZLATGGT12G222222
70 80 90 100 110 120
\ \ \ \ \ \
ansBﬁEicoli KSNYTVGKVGVENLVNAVPQLKDIANVKGEQVVNIGSQODMNDNVWLTLAKKIN--TDCDK
tipoIIizimobilisizM4 EIGYNAGGVTGKQLVEDIPELAKLAEINVEQIANIGSQDMNDAIWLRLAKRIQDAVAHNE
H .*. * % H ** * * .:*::: ** ********* ** * kK. * . ..
Prim.cons. 222Y22G2V2222LV222P2L222A2222EQ22NIGSQDMND22WL2LAK2IZDA22222
130 140 150 160 170 180
\ \ \ \ \ \
ansBﬁEicoli TDGFVITHGTDTMEETAYFLDLTVKCDKPVVMVGAMRPSTSMSADGPFNLYNAVVTAADK
tipoIIizimobilisizM4 ADGIVITHGTDTMEETAFFLDTVIRTDKPIILTGAMRPSTAIGADGPANLYEAIEVAATP
:**:*************:*** R ***:::.*******::.**** ***:*: .**
Prim.cons. 2DG2VITHGTDTMEETA2FLD22222DKP2222GAMRPST222ADGP2NLY2A222RAR22
190 200 210 220 230 240
\ \ \ \ \ \
ansBﬁEicoli ASANRGVLVVMNDTVLDGRDVTKTNTTDVATFKSVNYGPLGY ITHNGKIDYQRTPARKHTS
tipoIIizimobilisizM4 KAKDHGVMIVMNDT IHAARWASKTHTTAVETFQSINAGPIGYVDPASVRFIEP---KKQP
H : ** ***** .* . ** ** * ** * * ** ** . . . . *-
Prim.cons. 22222GV22VMNDT2222R222KT2TT2V2TFZSZNZGPZGYZZZZZ222222PARK222
250 260 270 280 290 300
\ \ \ \ \ \
ansB_E coli DTPFDVSKLNELPKVGIVYNYANASDLPAKALVDAGYDGIVSAGVGNGNLYKSVEDTLAT
tipoIIizimobilisizM4 VPSYGLPTTAPLPAVEILYAHSGMGASIINDLIKTGVKGIILAGVGDGNSSKEAMAALNL
....... KAROK Kok HERGE G
Prim.cons. 22222222222LP2V2I2Y222222222222L222G22GI22AGVG2GN22K22222L22
310 320 330 340 350 360
\ \ \ \ \ \
anSB_E_COli AAKTGTAVVRSSRVPTGATTQDAEVDDAKYGEFVASGTLNPOKARVLLOLALTQTKD-PQQ
tipoIIizimobilisizM4 AVKQGVIVVRSSRTGSGFVNRNVEVNDDKNDFVVSYDLSPOQKARILLOILIANGKNKLSD
* * * ****** :* ..::.** * % ** * * * ok kk k. *** B *-
Prim.cons. A2K2G22VVRSSR222G222222EV2D2K22FVZSZZL2PQKAR2LLQ222222K2K222
ansB E_coli TQQIFNQY-
tipoII 7 mobilis ZM4  IQSAFEAGF
*‘k. *:
Prim.cons. IQ22F222F
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Apéndice A.4 - Alinhamento global da sequéncia de aminoacidos de
L-asparaginase tipo Il (ans B) de Zymomonas mobilis e de L-asparaginase tipo Il

(ans B) de Erwinia chrysanthemi

10 20 30 40 50 60
\ \ \ \ \ \
tipoIl 7 mobilis ZM4 MMIFKIPVKASSAAALAICMMMGATPAISMNNQVHSIQTLPRILVLATGGTISG-KKNGM
AnsB erwinia chrysanthemi - ----- MERWFKSLFVLVLFEFVFTAS-————————— AADKLPNIVILATGGTIAGSAATGT
- - * * . ... *. . H *‘k.*: ***‘k***:* *
Prim.cons. MMIFK222222S222L2222222A2PAISMNNQVH2222LP2I22LATGGTI2GS222G2
70 80 90 100 110 120
\ \ \ \ \ \
tipoII_Z_mobiliS_ZM4 SEIGYNAGGVTGKQLVEDIPELAKLAEINVEQIANIGSQDMNDAIWLRLAKRIQDAVAHN
AnsB erwinia chrysanthemi QTTGYKAGALGVDTLINAVPEVKKLANVKGEQFSNMASENMTGDVVLKLSQRVNELLARD
- - *‘k:‘k‘k.: *.: **: ***::: **::*:.*:~~k H *:‘k::*... .*..
Prim.cons. 222GY2AG222222L2222PE22KLA2222EQ22N22822M22222L2L22R22222A22
130 140 150 160 170 180
\ \ \ \ \ \
tipoIl Z mobilis ZzZM4 EADGIVITHGTDTMEETAFFLDTVIRTDKPIILTGAMRPSTAIGADGPANLYEAIEVAAT
AnsB erwinia chrysanthemi DVDGVVITHGTDTVEESAYFLHLTVKSDKPVVEVAAMRPATAISADGPMNLLEAVRVAGD
- - ..**:********:**:*:**. R ***.::..****:***.**** * x **:.**.
Prim.cons. 22DG2VITHGTDT2EE2A2FL222222DKP22222AMRP2TATI2ADGP2NL2EA22VA22
190 200 210 220 230 240
\ \ \ \ \ \
tipoIl 7 mobilis ZM4 PKAKDHGVMIVMNDTITHAARWASKTHTTAVETFQOSINAGPIGYVDPASVRFIEPKKQPVP
AnsB erwinia chrysanthemi KQSRGRGVMVVLNDRIGSARYITKTNASTLDTFKANEEGYLGVIIGNRIYYQNRIDKLHT
- . *‘k‘k:‘k:‘k* * **: .**::::::**.. . * .*
Prim.cons. 222222GVM2V2ND2I22AR222KT222222TF22222G22G222222222222222222
250 260 270 280 290 300
\ \ \ \ \ \
tipoIl 7 mobilis ZM4 S———-YGLPTTAPLPAVEILYAHSGMGASIINDLIKTGVKGIILAGVGDGNSSKEAMAALN
AnsB erwinia chrysanthemi TRSVFDVRGLTSLPKVDILYGYQDDPEYLYDAAIQHGVKGIVYAGMGAGSVSVRGIAGMR
- - . *‘k *:***.: *: **‘k*‘k: *‘k:‘k *. * .‘k .
Prim.cons. 2RSV22222222LP2V2ILY2222222222222122GVKGI22AG2G2G22S2222A222
310 320 330 340 350 360
\ \ \ \ \ \
tipoIl Z mobilis ZM4 LAVKQGVIVVRSSRTGSGFVNRNVEVNDDKNDFVVSYDLSPQKARILLQILIANGKNKLS
AnsB erwinia chrysanthemi KAMEKGVVVIRSTRTGNGIVPPDEELPG————— LVSDSLNPAHARILLMLALTR-TSDPK
- - *:: KK . * ** *** * * . *- ** * * ***** .
Prim.cons. 2A222GV2V2RS2RTG2G2V2222E222DKNDF2VSZ2L2P22ARILL222222G22222
370
\
tipoII 7 mobilis ZM4 DIQSAFEAGF
AnsB erwinia chrysanthemi VIQEYFHTY-
* * * .
Prim.cons. 2IQ22F222F

139



APENDICE B

Apéndice B.1 — Cinética de crescimento da cepa E. coli BL21(DE3)/pET26b/ans

em frascos agitados.
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APENDICE C

Apéndice C.1 — Experimentos do planejamento fatorial fracionado e suas

variaveis de resposta em valores absolutos em 4 horas de indugao.

Temperatura

Exp. de Expressao Canamicina Lactose Abseoonm Células L-asparaginase

(°C) (Mg/mL)  (g/L) de Indugdo (glL) (UI/mL)
1 25 (-1) 25(-1)  5(-1) 02(1) 0,134 0,003
2 37 (+1) 25(-1)  5(-1) 4,6(+1) 2,003 2,241
3 25 (-1) 75(+1)  5(-1) 4,6(+1) 2435 0,003
4 37 (+1) 75(+1)  5(-1) 02(-1) 0,657 0,014
5 25 (-1) 25(-1) 15(+1) 4,6(+1) 3,026 0,015
6 37 (+1) 25(-1) 15(+1) 02(-1) 0,776 0,020
7 25 (-1) 75(+1) 15(+1) 02(-1) 0,220 0,002
8 37 (+1) 75 (+1)  15(+1) 4,6 (+1) 1,747 1,240
PC1  31(0) 50 (0) 10(0) 2,4(0) 2,013 0,232
PC2  31(0) 50 (0) 10(0) 2,4(0) 2,308 0,143
PC3  31(0) 50 (0) 10(0) 2,4(0) 1,968 0,147
PC4  31(0) 50 (0) 10(0) 24(0) 2407 0,143

Apéndice C.2 - Experimentos do planejamento fatorial fracionado e suas

variaveis de resposta em valores absolutos em 16 horas de indugao.

Exp. J:gf;rr:st:; Canamicina Lactose AbsaoonT Células L-asparaginase
(°C) (ug/mL)  (9/L) de Indugdo (g/L) (Ul/mL)
1 25 (-1) 25 (-1) 5(-1) 02(1) 1,147 0,071
2 37 (+1) 25 (-1) 5(-1) 4,6(+1) 3,454 15,809
3 25 (-1) 75(+1)  5(-1) 4,6(+1) 4,715 1,747
4 37 (+1) 75(+1) 5(1) 02(1) 2,428 6,067
5 25 (-1) 25(-1) 15(+1) 4,6(+1) 5,265 2,021
6 37 (+1) 25(-1) 15(+1) 0,2(-1) 2,309 6,322
7 25 (-1) 75(+1) 15(+1) 0,2(-1) 1,064 0,083
8 37 (+1) 75 (+1) 15(+1) 4,6(+1) 2,273 9,266
PC1 31 (0) 50 (0) 10(0) 2,4(0) 2,197 19,388
PC2 31 (0) 50 (0) 10(0) 2,4(0) 2,458 21,842
PC3 31 (0) 50 (0) 10(0) 24(0) 2,128 18,836
PC4 31 (0) 50 (0) 10(0) 24(0) 3,139 21,539




APENDICE D

Apéndice D.1 — Condicdes iniciais utilizadas na estimag¢ao e simulacdo do modelo

para a cinética do crescimento celular

Variavel Unidade Valor
Células g/L 0,05
Glicerol g/L 32,10
pO2 % 100

Apéndice D.2 — Parametros mantidos constantes e utilizados na estimagédo e

simulagao do modelo para a cinética do crescimento celular

Parémetro Unidade Valor
Far L/h 24,000
Vs L 0,350
Vi L 0,400
P atm 1,000
M kg/kmol 32,000
X02 - 0,210
R kJ/kmol/K 8,314
Kla 1/h 41,300
T °C 37,000

Apéndice D.4 — Condicdes iniciais utilizadas na estimagao e simulacdo do modelo

proposto sem considerar os dados de concentragao de antibiotico.

Variavel Unidade Valor
X gL 0,058
X g/L 0,001
S g/L 31,31

pO2 % 97,3

le g/L 0
Pr Ul/mL 0
A g/L 0,025
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Apéndice D.3 - Pardmetros mantidos constantes e utilizados na estimacdao e
simulacdo do modelo proposto sem considerar os dados de concentragdo de

antibidtico

Parametro Unidade Valor

H maxs h'  0,4099
Mmax,s h' 0,4199
Ks gL 0,379
Kie glL 0,3
Kos g/L 4,2E-06
Ko.le g/L 4,2E-06
Y'ws a«/g9s  0,2324
Yxis g«/gs  0,2324
AT 9x/9ie 0,076
Y x/ie 9x/9ie 0,076
B h' 8,0438
Kai L/g.h 0,05
Km h' 0,38
K, - 04672
K - 0,046
a g/L.h 1
b g/L 0,12
Ks L/g 1
dors 0,1372
dorie 3,7842
Far L/h 90
VG L 1
VL L 1,5
P atm 1
M kg/kmol 32
xo2 - 0,21
R kd/kmol/K 8,314
Kla 1/h 41,3
T °C 37
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