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RESUMO

Uma grande variedade de substancias tais como vitaminas, antibidticos e enzimas s&o
produzidas por bactérias, dentre as inimeras moléculas produzidas encontramos a enzima L-
asparaginase (E.C. 3.5.1.1), a qual hidrolisa o aminoacido L-asparagina em acido aspartico e
amonia. A L-asparaginase apresenta dois tipos estruturais (Tipo | e Il), sendo que o tipo Il
apresenta um enorme atrativo na producdo de biofarmacos, devido ao amplo espectro da
atividade antitumoral. A procura por novos microrganismos produtores de L-asparaginase é
muito importante, uma vez que novas enzimas com diferentes caracteristicas bioquimicas
possam ser encontradas. Objetivou-se com o presente estudo analisar a producdo de L-
asparaginases por bactérias isoladas do coral Siderastrea stellata dos recifes de Cabo Branco,
Paraiba, bem como caracterizar utilizando ferramentas moleculares, os isolados ativos na
producdo desta enzima. Na analise qualitativa em meio Czapek Dox com L-asparagina e
vermelho fenol ou azul de bromotimol, foi evidenciado que 16 dos 69 isolados de bactérias
avaliados, exibiram producdo de L-asparaginase. A andlise quantitativa de atividade de L-
asparaginase, revelou que o meio Czapek Dox com adicéo de 1% L-asparagina proporcionou
uma maior atividade desta enzima, comparado com 0 meio contendo 1% de extrato de levedura.
A atividade total dos 16 isolados cultivados no meio Czapek Dox com L-asparagina variou de
113,5a425,1 IU/mL e a atividade especifica de 151,9 a 759,3 IU/mg de biomassa. A atividade
total dos 16 isolados cultivados no meio Czapek Dox com extrato de levedura variou de 5,2 a
109,8 IU/mL, e a atividade especifica de 8,5 a 569,3 1U/mg de biomassa. A analise das
sequéncias parciais do gene RNAr 16S revelou similaridade igual ou superior a 99% para trés
isolados do género Bacillus e para um isolado do género Staphylococcus. Para detec¢éo do gene
de L-asparaginase tipo Il (AnsZ), foram construidos dois pares de primers, AsnZ1 e AsnZ2 com
base no alinhamento das sequéncias deste gene em Bacillus subitils (GenBank NC_000964.3).
Ambos os primers mostraram eficacia na deteccdo do gene de L-asparaginase, o qual foi
detectado em 11 dos 16 isolados de bactérias analisados. As sequéncias do gene de L-
asparaginase amplificados com os primers AsnZl foram analisados em quatro isolados
pertencentes ao género Bacillus, utilizando as plataformas BLASTx e Uniprot, apresentando
similaridade para L-asparaginase tipo Il. Os dados obtidos apontam que o tecido do coral S.
stellata demonstra ser uma fonte rica de bactérias produtoras de L-asparaginase e que alguns

isolados apresentam um poténcial para ser explorado para fins biotecnoldgicos.

PALAVRAS-CHAVE: Bactérias, L-Asparaginase, AnsZ.



ABSTRACT

A wide variety of substances such as vitamins, antibiotics and enzymes are produced by
bacteria, among many molecules produced by an L-asparaginase (E.C. 3.5.1.1), which
hydrolyzes the amino acid L-asparagine in aspartic acid and ammonia. L-asparaginase has two
structural types (Type | and I1), and Type Il has an important role on thein the production of
biopharmaceuticals due to the broad spectrum of antitumoral activity. The search for new L-
asparaginase producing microorganisms is very important, since new enzymes with different
biochemical and physiological characteristics have been found. The present study aimed to
analyze the production of L-asparaginases by bacteria isolated from the scleractinian coral
Siderastrea stellata from Cabo Branco, Paraiba reefs, as well as to characterize the use of
molecular tools, the active isolates in the production of the enzyme. In the qualitative analysis
in Czapek Dox medium with L-asparagine and red phenol or bromothymol blue, it was
evidenced that 16 of the 69 isolates of bacteria evaluated showed production of L-asparaginase.
Quantitative analysis of L-asparaginase activity revealed that Czapek Dox medium with
addition of 1% L-asparagine provided a higher activity of this enzyme compared to the medium
containing 1% yeast extract. The total activity of the 16 isolates cultured in Czapek Dox
medium with L-asparagine ranged from 113.5 to 425.1 IU / mL and the specific activity of
151.9 to 759.3 IU / mg of biomass. The total activity of the 16 isolates cultivated in Czapek
Dox medium with yeast extract ranged from 5.2 to 109.8 IU / mL and the specific activity of
8.5 to 569.3 IU / mg of biomass. Analysis of the partial sequences of the 16S rRNA gene
revealed similarity of 99% or higher for three isolates of the genus Bacillus and for onde isolate
of the genus Staphylococcus. For detection of the L-asparaginase type Il gene (AnsZ), two
primer pairs, AsnZ1 and AsnZ2, were constructed based on the alignment of the sequences of
this gene in Bacillus subtils (GenBank NC_000964.3). Both primers showed efficacy in the
detection of the L-asparaginase gene, being detected in eleven of the isolates of bacteria
analyzed. The L-asparaginase gene sequences amplified with the AsnZ1 primers were analyzed
in four isolates, using as platforms BLASTx and Uniprot showed similarity to L-asparaginase
type 1. The data obtained indicate that S. stellata coral tissue is a rich source of L-asparaginase-
producing bacteria and that some isolates have a potency to be exploited for biotechnological

purposes.

KEYWORDS: Bacteria, L-asparaginase, AsnZ.
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1. INTRODUCAO

1.1. Recifes de Corais e Microbiota Associada

Compreendendo mais de 90% da biosfera, o ecossistema marinho é considerado o maior
do planeta, apresentando inumeras caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas variaveis como
pressdo, radiacdo, temperatura, pH, concentracdo de oxigénio e nutrientes, nos diversos
ambientes do ecossistema, variagOes estas que permitiram o desenvolvimento e adaptacéo de
uma enorme diversidade de organismos (MUNN, 2004; BAHARUM; BENG; MOKHTAR,
2010).

Os recifes de corais sdo construcdes biogénicas de significativo valor geoldgico e
bioldgico, formados por sedimentos e restos de seres marinhos que vivem fixos no fundo do
mar ou através da deposicdo de carbonato de calcio derivado de algas coralineas, bem como
estruturas organicas provenientes de outros invertebrados que se encontram presentes nas
profundezas do mar (CASTRO, 1997; LIMA, 2002; CORREIA; SOVIERZOSKI, 2005).

Os corais estdo distribuidos entre os tropicos de Cancer e Capricornio, sendo privilégio
dos mares tropicais, encontrados em poucos paises do mundo, dentre eles o Brasil, sendo o
unico pais do Atlantico Sul Ocidental a contemplar esse ecossistema (CASTRO, 1997,
CORREIA; SOVIERZOSKI, 2005; SILVA, 2007; MELO et al., 2014). No Brasil, os recifes de
corais encontram-se distribuidos de maneira descontinua, em faixas estreitas localizadas nas
regides proximas a costa, sendo registrado desde o estado do Maranhdo (cerca de 0°53” S,
44°16> W) até os recifes de Vigosa na area de Abrolhos (cerca de 18°01° S, 39°17° W), tendo
uma ocupacdo de cerca de 12.000 Kmz (MMA, 2006; CASTRO, 2010; MELO et al., 2014).

Nunes et al. (2011) verificaram que 23 espécies formadoras de corais estdo presentes no
ambiente recifal brasileiro, dentre elas: Mussismilia braziliensis (Verrill, 1868); Mussismilia
hispida (Verrill, 1868), Mussismilia hartti (Verrill, 1868); Favia leptophylla (Verrill, 1868),
Favia gravida (Verrill, 1868) e Siderastrea stellata (Verrill, 1868). A espécie S. stellata é
considerada como a Unica espécie do género Siderastrea encontrada no pais, sendo endémica
dos recifes costeiros do Brasil (FERREIRA et al., 2004; NEVES et al., 2010; COSTA et al.,
2011).

Devido a imensa zona de distribuicdo e diversidade dos corais no Brasil, diversos
estudos sdo realizados com o objetivo de analisar a capacidade que estes possuem de se
associarem a diversos microrganismos que sdo as entidades bioticas mais numerosas e diversas,

capazes de colonizar multiplos ambientes com sucesso. Dentre 0os microrganismos associados
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aos corais, sdo encontrados eucariontes heterotroficos (fungos) e fotoautotroficos (cloroficeas
e diatoméceas), procariontes (archeas e bactérias) e virus (ROHWER et al., 2002; SANTANA,
2011).

Uma alta taxa de diversidade taxonémica de bactérias encontrada em associacdo com
os recifes de corais foi descrita, dentre elas diferentes géneros como: Vibrio, Arcobacter,
Staphylococcus, Paenibacillus, Bacillus e Pseudoalteromonas (ROHWER et al., 2001;
MOUCHKA; HEWSON; HARVELL, 2010). Lins-de-Barros et al. (2010) e Castro et al. (2010)
estudando o cnidario S. stellata nos recifes de corais brasileiros, verificaram a presenca de
varios géneros de bactérias associadas ao coral, no entanto, ainda é desconhecido o papel real
destes microrganismos nos corais.

A elevada diversidade de microrganismos associados aos corais contribuiu para a
evolucdo dos varios mecanismos de defesa e/ou ataque contra agentes quimicos e/ou biologicos.
Supbe-se que as associacdes bactérias-corais podem aumentar a sobrevivéncia dos corais
devido as importantes funcBes que as bactérias excedem, como o fornecimento de alimentos, e
a sua atuacdo como probioticos no coral que promove o crescimento de bactérias benéficas com
atividade antimicrobiana que impedem a infeccdo de agentes patogénicos no coral (RESHEF,
2006).

Estima-se que apenas uma pequena fracdo da biodiversidade dos microrganismos dos
recifes de corais € conhecida, e desta uma porcentagem ainda menor foi testada para detec¢do
de compostos ativos. Desta forma, os microrganismos derivados de ambientes marinhos
constituem uma fonte muito importante de recursos genéticos para aplicacdes em biotecnologia,
por pertencerem a ambientes ainda pouco explorados, podendo representar a descoberta de
novas drogas ou novos compostos de interesse (ADEY, 2000).

A compreensdo da ocupacdo e participacdo dos microrganismos e seus genes em
diversos ambientes € um dos grandes desafios para a ciéncia, tendo em vista que, apenas uma
pequena fracdo dos microrganismos pode ser cultivado em laboratério com as tecnologias
disponiveis, motivado pelas complexas relagdes dos microrganismos com ambiente que
habitam ou coabitam, bem como a influéncia de diversos fatores, como: disponibilidade de
certos nutrientes inorganicos e/ou organicos; excesso de compostos inibitorios; combinacdes
incorretas de temperatura, pressio ou pH (SIMU; HAGSTROM, 2004; SCHLOSS;
HANDELSMAN, 2005).

Apesar de apenas uma pequena porcentagem dos microrganismos poderem ser
cultivados em laboratérios, as técnicas tradicionais de isolamento e cultivo de microrganismos

sdo de grande importancia, pois possibilitam analisar as diversas espécies microbianas que



16

compdem um ambiente, a fim de se obter compostos bioativos que possam ser utilizados em
diversas areas do conhecimento (TORSVIK et al., 1990; SILVA FILHO; OLIVEIRA, 2004).

1.2. Enzimas Microbianas

Os microrganismos sem duvida sdo uma inestimavel fonte de recursos, pois possuem a
capacidade de produzirem uma infinidade de compostos. Em meio das variadas moléculas
produzidas pelos microrganismos encontramos as enzimas, que sdo proteinas biocatalisadoras
(exceto as ribozimas) de um enorme repertério de reacdes, sendo essenciais para a quebra de
moléculas relacionadas com o crescimento e manutencéo de vida dos organismos (HOLLIDAY
et al., 2009).

As enzimas ha muito tempo vém sendo utilizadas pelas acdes humanas com diversas
aplicacdes, desde o simples preparo de queijos a producdo de biofarmacos, provenientes de
inimeras fontes, dentre elas os microrganismos, sendo estes um dos grandes alvos da
biotecnologia. As enzimas apresentam uma caracteristica de grande valia, pois catalisam
transformacfes sem a ocorréncia de rea¢Ges ou produtos em paralelo como é comum na
utilizacdo com catalisadores quimicos (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006).

A utilizacdo dos microrganismos como fungos e bactérias na producéo em larga escala
de enzimas, apresentam inimeras vantagens se comparado com outros sistemas biol6gicos, pois
estes possuem algumas peculiaridades que Ihes ddo destaque, como: a utilizacdo de materiais
residuais industriais como fonte de nutrientes e crescimento; alto rendimento a partir na
manipulagio génica e otimizacdo de cultivo (HAIKI; RAKSHIT, 2003; BRANDAO;
CASTRO, 2004; ORLANDELLI et al., 2012).

Diversas implicacdes podem ocorrer na producdo de enzimas por microrganismos,
dentre elas: a concentracdo e tipos de substratos que induzem ou inibem a sintese e atividade
enzimatica; tamanho do in6culo microbiano; tempo de incubacdo; pH do meio o qual pode
afetar suas estruturas e funcdes devido aos seus grupos ionizaveis; temperatura, ja que nem
sempre a temperatura 6tima da atividade enzimatica coincide com temperatura étima de
crescimento dos microrganismos (SAID; PIETRO, 2002).

Algumas desvantagens podem limitar a utilizagdo das enzimas, como o alto custo de
isolamento e purificacdo; instabilidade de sua estrutura apds o isolamento e purificagdo do meio
natural, podendo apresentar modificacfes mediantes sua aplicagdo; sensibilidade as condigdes

reacionais (enzimas podem ser inibidas por substancias que estdo presentes no meio reacional);
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a possibilidade de desnaturagdo por solventes orgéanicos e/ou por temperaturas relativamente
elevadas (FABER, 2001).

Para contornar todas limitagfes quanto as implicagfes da producdo e utilizacdo de
enzimas microbianas, sdo necessarios conhecimentos basicos quanto as caracteristicas fisico-
quimicas e bioldgicas da enzima de interesse, bem como o comportamento dos microrganismos
produtores em determinadas condicGes de cultivo, almejando um aumento na sua produtividade
através do processo de otimizagédo das condicGes de cultivo, bem como uma maior utilizagdo
da enzima a ser produzida (HADEBALL, 1991).

1.3. A Enzima L-asparaginase

1.3.1. Estruturae Funcéo

A L-asparaginase é uma enzima classificada como L-asparagina amidohidrolase - E.C.
3.5.1.1. (Classificacdo da Comissdo de Enzimas da Unido Internacional de Bioquimica)
apresentando duas formas estruturais: Tipo | e Il. Ambos os tipos de L-asparaginase sdo
responsaveis por catalisar a reacao de hidrélise do aminoacido L-asparagina em acido aspartico
e amonia (Figura 1) (CAMPBELL et al.,, 1967; GURUNATHAN; SAHADEVAN, 2011,
NOMME et al., 2012).

Figura 1. Reacdo de hidrolise catalisada pela L-asparaginase.

9 0
H.N L-asparaginase 0
. Mﬂ- - \[{\[)‘Lﬂ’ + NH;
0 NH; + H?ﬂ 0 NH
L-asparagina L-aspartato Amonia

Fonte: Adaptado de Borek e Jaskdlski (2001).

A L-asparaginase € encontrada em diversos animais, plantas e microrganismos, no
entanto, os humanos ndo detém a capacidade de sua sintese (PANOSYAN et al., 2004;
ZALEWSKA-SZEWCZYK et al., 2007; VERMA et al., 2007; VAN DEN BERG, 2011). A
enzima ganhou notdria atengéo a partir de pesquisas que contribuiram para a descoberta de que
a L-asparaginase poderia ser utilizada como agente antineoplasico, sendo o estudo pioneiro

realizado por Clementi (1922), que estudou linfoma em mamiferos e observou que o soro de



18

porquinhos-da-india (Cavia porcellus) ocasionava a morte dos linfomas, apresentando um alto
potencial antitumoral, sem, afirmar quais moléculas ou compostos estavam envolvidos nesta
atividade. Kidd (1953) também observou a morte e inibicdo do crescimento de tumores
induzidos em ratos e camundongos depois do tratamento com soro de porquinhos-da-india
(Cavia porcellus), fato este ndo verificado com soro humano, cavalo ou coelhos (MULLER;
BOOS, 1998; SOARES et al., 2002; GRAHAM, 2003).

Broome (1961, 1963), ap0s analisar e correlacionar os resultados de Kidd (1953) e
Clementi (1922), percebeu uma regressao em linfomas transplantados em camundongos,
chegando a conclusdo que este fato ocorria devido a dependéncia nutricional das células
malignas em L-asparagina exdgena, a qual foi disponibilizada na alimentacdo dos animais,
concluindo que a atividade antineoplasica do soro foi causada pela enzima L-asparaginase.

Estudos posteriores a descoberta da L-asparaginase como agente antineoplasico, foram
realizados, com o intuito de elucidar a estrutura da enzima, dente eles o de Campbell et al.
(1967) que verificaram a presenca de duas isoformas da enzima, sendo L-asparaginase Tipo | e
L-asparaginase Tipo Il das quais apresentam estruturas bioquimicas e genéticas diferenciadas.
A L-asparaginase Tipo I, apresenta uma estrutura quaternaria dimérica com baixa afinidade por
L-asparagina; a L-asparaginase Tipo Il, possui uma estrutura quaternaria tetramérica e alta
afinidade por L-asparagina (Figura 2) (CEDAR; SCHWARTS, 1967).

Figura 2. Estruturas tridimensionais de L-asparaginase Tipo | e Il de E. coli.

TipO I Tlp oIl

Fonte: Adaptado de Michalska (2006).
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As propriedades dos dois tipos de L-asparaginase foram estudadas exaustivamente em
bactérias como Erwinia chrysanthemi (AGHAIYPOUR et al., 2001), Escherichia coli
(BAGERT; ROHM, 1989) e Erwinia carotovora (KOTZIA; LABROU, 2005; WINK et al.,
2010). Em particular, a enzima do Tipo |l apresenta atividade antineoplasica e pode ser usada
no tratamento de leucemia, fato este néo verificado para o Tipo I, pelo fato do Tipo Il ter maior
processividade (DUVAL et al., 2002). Algumas bactérias como a Escherichia coli, apresentam
os dois tipos enzimaticos independentes, o Tipo I se localiza no citoplasma e o Tipo Il no espaco
periplasmatico (OETTGEN et al., 1967).

Wriston e Yellin (1973) ao analisarem a estrutura nativa de L-asparaginase de ambos os
tipos em E. coli, verificaram que as enzimas apresentaram funcionalidade em uma faixa de pH
de 5,50 a 10,8, perdendo sua funcdo em pH 11,2. Soares et al. (2002) também analisando a
influéncia do pH sobre a estrutura e funcdo da L-asparaginase, observaram que houve uma
mudanca irreversivel na estrutura da enzima no pH 5,00 e 11,5, enquanto que em pH 8,60 ha
uma renaturacdo de cerca de 50 a 70 % de atividade da enzima em sua forma nativa, inferindo
que as subunidades da enzima podem ser renaturadas e reassociadas, com recuperacdo da
atividade enzimatica dependendo das condi¢bes experimentais (pH, tempo e temperatura),
caracteristicas bioquimicas e fisico-quimicas, bem como as caracteristicas genéticas dos
microrganismos produtores desta enzima.

Stecher et al. (1999) analisando a estrutura de L-asparaginase Tipo I, verificaram que
a enzima é um homotetramero com subunidades idénticas e com peso molecular de
aproximadamente 35 kDa por subunidade, conectadas principalmente por forcas ndo-
covalentes. Aghaiypour et al. (2001) também analisando a estrutura da asparaginase tipo I,
verificaram que cada mondmero é composto por aproximadamente 330 residuos de
aminoéacidos, estando organizados em dois dominios conectados por aproximadamente 20
residuos de aminoacidos.

Fisher e Wray (2002) estudando em Bacillus subtilis 168 a producéo de L-asparaginase
relatou a ocorréncia e expressao de dois genes codificantes para L-asparaginase, sendo AsnA e
AsnZ, chegando a conclusdo que a expressao de um ou ambos 0s genes, € regulada de acordo
com a composicdo do meio de cultivo e condi¢des fornecidas a bactéria. A sequéncia dos
aminoacidos do produto do gene AsnA em Bacillus subtilis 168 é semelhante a asparaginase
Tipo | de E. coli, enquanto que a sequéncia do produto do gene AsnZ se assemelha a de L-
asparaginase Tipo |1, sendo necessarios estudos afim de verificar suas propriedades enzimaticas
antes da aplicacdo farmacoldgica (SUN; SETLOW, 1991; FISHER; WRAY, 2002).
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1.3.2. Producéo por Microrganismos

Diversos microrganismos produtores de L-asparaginase sdo descritos na literatura, em
suma maioria provenientes de bactérias como: Escherichia coli (KHUSHOO et al., 2004);
Erwinia carotovora (KAMBLE et al., 2006); Enterobacter aerogenes (MUKHERJEE et al.,
2000); Thermococcus kodakarensis (HONG et al., 2014); Bacillus licheniformis (MAHAJAN
et al, 2012); Pseudomonas aeruginosa (ABDEL-FATTAH; OLAMA, 2002);
Corynebacterium glutamicum (MESAS; GIL; MARTIN, 1990); Staphylococcus sp. (HAN;
JUNG; PARK, 2014). Diversos fungos também apresentam a capacidade de produzir L-
asparaginase como: Rhizomucor miehei (HUANG et al., 2014); Cladosporium sp. (MOHAN
KUMAR; MANONMANI, 2013); Saccharomyces cerevisiae (FERRARA et al., 2006);
Zymomonas mobilis (CASOTTI et al., 2007); Streptomyces albidoflavus (NARAYANA,;
KUMAR; VIJAYALAKSHMI, 2008) Acynetobacter glutaminasificans (JONER, 1976);
Cylindrocarpon obtusisporum (RAHA et al., 1990).

Borek e Jaskodlski (2001) analisando a distribuicdo de L-asparaginase em diversos
géneros e espécies bacterianas, propuseram uma arvore filogenética, ficando claramente
dividida em duas ramificagfes: os produtores de asparaginase tipo | e os produtores de
asparaginase tipo 1, sendo as asparaginases tipo | encontrada no citoplasma e as asparaginases
tipo 11 secretadas no periplasma (Figura 3).

Embora diversos microrganismos possuam a capacidade de produzir L-asparaginase, as
principais fontes da enzima para uso terapéutico sdo de E. coli e E. carotovora (DUVAL et al.,
2002; KHUSHOO et al., 2004). Novas enzimas estdo sendo purificadas, no entanto, os
processos de producdo e purificagdo possuem limitada eficacia e alto custo, tendo em vista que
sintese da L-asparaginase nos variados microrganismos podem sofrer influéncia de diversos
fatores (DUVAL et al., 2002; KENARI; ALEMZADEH; MAGHSODI, 2011).

Paul e Cooksey (1981) verificaram que a amonia liberada pela enzima pode estimular a
producdo de L-asparaginase. Verificaram também que disponibilidade de acidos organicos
(lactato, piruvato, fumarato, malato, succinato e oxalacetato) regulam a sintese desta enzima.
Duval et al. (2002) também analisando a influéncia de fatores sobre a sintese e atividade de L-
asparaginase em E. coli, verificaram que esta enzima € induzida pela presenca de um grupo de
aminoacidos como glutamina e o glutamato, tendo um aumento substancial na sua atividade e
sintese, contudo, a sintese e atividade da L-asparaginase depende ndo somente das condicdes de
cultivo fornecida aos microrganismos, como também dos gen6tipos dos organismos produtores
(AHMAD; PANDIT; MAHESHWARI, 2012).
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Figura 3. Cladograma de distribuicdo de bactérias produtoras de L-asparaginases, onde 0s

ramos com cor roxa e laranja correspondem a asparaginase Tipo | e Il, respectivamente.
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Legenda: A cor castanha indica as sequéncias homologas para L-asparaginase tipo I; A cor azul indica as
sequéncias com homologia para L-asparaginase tipo 11; Fonte: Borek e Jaskdlski (2001).

Apesar das implica¢fes como o alto custo de purificacdo e interferentes sobre sintese e
atividade de L-asparaginase, pesquisas S0 necessarias para gque sejam encontradas novas
isoformas deste tipo enzimatico de origem bacteriana com baixo custo de producdo e
purificacdo, bem como propriedades fisico-quimicas e biol6gicas variadas, tendo em vista que

as enzimas podem variar entre os microrganismos de acordo com suas caracteristicas genéticas,
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e novas formas desta enzima possam ser encontrada com reduzido efeitos colaterais e alta
propriedade antineoplasicas (Tabela 1). (EDEN et al., 1990; NAGARETHINAM et al., 2012).

Tabela 1. Caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas de L-asparaginases produzidas por
microrganismos.

Massa Temperatura Atividade
Origem Molecular Tipo  Estrutura ?OC) pH Especifica  Referéncia
(kDa) (U/mg)
Bacillus R PRAKASHA
circulans 140 | Tetramero N.D. 8.6 N.D. M et al. 2010
Thermococcus CHOHAN e
. 70 I Dimero 85 9.5 3300.0 RASHID,
kodakarensis
2013
Vibrio 146 Il Tetramero N.D. 7.3 202.0 DISTASIO
succinogenes etal., 1976
Pseudomonas 34 | Mondmero 37 00 7233  MANNAet
stutzeri al., 1995
Bacillus A SINGH et
aryabhattai 155 1 Tetramero 40 8.5 647.47 al., 2013

Fonte: Autor.

1.3.3. Aplicagbes na Industria Farmacéutica

Grande problematica quanto ao uso de quimioterapicos convencionais no tratamento de
neoplasias se deve a capacidade de destruicdo ndo somente de células tumorais, mas também
de células normais, para isto sendo necessario o desenvolvimento de farmacos mais eficientes
e seletivos. As enzimas tém se tornado um dos grandes alvos de interesse para fins terapéutico,
tendo como base, as diversas caracteristicas que estas apresentam, dentre elas a capacidade de
catalisar reacOes de véarias moléculas alvos de interesse com alta especificidade e afinidade
(VELLARD, 2003).

A L-asparaginase vem ganhando grande atengdo em alguns tratamentos antineoplasicos,
dentre eles o de melanossarcoma, leucemia mielomonocitica, linfoma de Hodgkin e
linfosarcoma, no entanto, a sua utilizacdo tem sido limitada por uma elevada taxa de
hipersensibilidade a longo prazo, bem como o desenvolvimento de anticorpos que podem
causar choque anafilatico e/ou neutralizagdo do efeito do farmaco (THOMAS et al., 2010; ZUO
et al., 2015).
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Para que uma isoforma da L-asparaginase seja utilizada com fins terapéuticos, algumas
propriedades da enzima devem ser levadas em consideracdo, visando uma maior eficiéncia
como: a cinética realizada pela constante de Michaelis (Km) deve apresentar baixo valor; a
capacidade de ndo serem inibidas por altas concentracGes dos produtos (&cido aspartico e
amonia); as condi¢des 6timas de pH e temperatura da enzima deveram ser compativeis com 0s
parametros fisiologicos do organismo humano, para uma melhor a¢do farmacoldgica; baixo
peso molecular (kDa) (KURTZBERG, 2000).

Dentre todas as indicacGes de tratamento com a L-asparaginase sem divida a maior
aplicacdo e destaque quanto a utilizacdo desta enzima, ocorre na terapia da leucemia linfocitica
aguda (LLA). Seu mecanismo de a¢do tem como base o fato de que algumas células neoplésicas
requerem uma fonte externa de asparagina devido a sua capacidade limitada de sintetizar este
aminoacido em quantidades suficientes para o crescimento, proliferacdo e manutencao celular.
A L-Asparaginase hidrolisa a asparagina do sangue e assim priva as células tumorais deste
aminoacido ocasionando uma interferéncia na sintese proteica destas células, culminando
consecutivamente na perda de funcgdes vitais das células induzindo a apoptose p53-dependente
(Figura4) (OETTGEN etal., 1967; KIRIYAMA etal., 1989; MOOLA etal., 1994; BUSHMAN
et al., 2000; FERNANDEZ et al.,, 2013; GUILLEME et al., 2013; DHALE; MOHAN-
KUMARI, 2014; SONG et al., 2015).

Capizzi (1993) afirma que o tratamento e administragdo continua de L-asparaginase
pode causar sérios efeitos colaterais, dentre eles: edema, choque anafilatico, retardo mental,
urticaria, alergias brandas, nauseas, entre outros. Miller e Boos (1998) verificaram que as
reacOes de hipersensibilidade sdo causadas pelo acimulo de anticorpos contra a enzima que
podem ocorrer ap6s uma semana do tratamento. Os anticorpos produzidos em resposta a
administracdo continua de L-asparaginase além de ocasionar reacGes de hipersensibilidade,
podem inativar a enzima, reduzindo consideravelmente seu tempo de meia-vida, mesmo sem
causar efeitos adversos significativos.

Duval et al. (2002) e Kurtzber (2000) verificaram que a grande maioria das L-
asparaginases produzidas por microrganismos possuem uma dupla atividade, detendo a
capacidade de também hidrolisar o aminoacido L-glutamina em glutamato, ja que a hidrélise
da L-glutamina é bastante similar a hidrdlise da L-asparagina devido a semelhanca estrutural
entre ambos 0s aminoacidos, apresentando atividade glutaminase-asparaginase, porém a
enzima apresenta baixa afinidade pela L-glutamina. A atividade de glutaminase pode aumentar
o potencial antitumoral da enzima, no entanto, este aumento também pode influenciar casos de

toxicidade clinica pela liberagcdo dos metabolitos da hidrdlise.
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Para sobrepor as implicagfes do uso da asparaginase, novas alternativas sdo propostas
como: a associacdo da enzima com agentes quimioterdpicos (prednisona, vincristina,
metotrexato, 6-mercaptopurina, citarabina e ciclofosfamida); modificacdes estruturais na
enzima, como L-asparaginase peguilhada (PEG-asparaginase), que possui ligacdo covalente
com um grupo polietilenoglicol (MOOLA et al., 1994; WINK, 2010).

Figura 4. Mecanismo geral do efeito da atividade de L-asparaginase sobre células tumorais.

B) Czlulas cancerosas sio incapazes de sintstizar a L-asparagina (N) de aminedcidos devide 4 auséncia de asparagina
sintetass (AS) e dependem da absergio de L-asparagina extracslular para a sua sobrevivéncia.

C) A enzima L-asparaginase diminui a concentragio des L-asparagina extracslular. As células tumerais morrem selstivamente
devido 4 auséncia de sintsse proteica e as células normais sobrevivem devide a atividade enzima asparagina sintstase (AS).

@ O o o 0

Celolas Normar: Célelas C L-asp i L i L-2cido aspartice

Fonte: Adaptado de Shrivastava et al. (2016).
Trés formas comerciais de L-asparaginase sdo conhecidas, sendo asparaginase de E.
coli, asparaginase peguilhada de E. coli e asparaginase de E. chrysanthemi, as quais diferenciam
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entre si nas propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas (LANVERS et al., 2002;
AVRAMIS; PANOSYAN, 2005; GERVAIS et al., 2013).

No Brasil, a L-asparaginase como medicamento era formulado pelo Laboratorio Bago
a partir da matéria-prima importada, sendo encontrado na forma comercial Elspar® (L-
asparaginase de E. coli), até o ano de 2012, quando foi suspensa a sua fabricagéo e distribuicéo,
culminando em uma crise de desabastecimento do farmaco (SCHMIDT, 2012; LOFTUS,
2012). Mediante a suspensdo do farmaco, o Ministério da Saude Brasileiro, através do Servico
Unico de Saude (SUS), incluiu a L-asparaginase na Relacdo Nacional dos Medicamentos
Essenciais (RENAME) por fazer parte de diversos protocolos de tratamentos oncoldgicos,
sendo prioritario a compra, aquisicdo e transferéncia de tecnologia para producao da enzima no
pais, no entanto, sem grande sucesso. Atualmente, para o abastecimento de L-asparaginase no
Brasil, tem se utilizado 0 medicamento Aginasa ®, produzido pela industria Kyowa Hakko
Kirin, com sede no Japéo, culminando em um alto custo de importagéo e distribuicdo (MPF,
2013; PAULA, 2015; BRASIL, 2016).

1.3.4. Aplicagbes na Industria Alimentar

Grande parte dos alimentos industrializados antes de serem consumidos passam por
diversas etapas de beneficiamento e processamento, dentre eles o processamento térmico, que
tem por objetivo a degradacdo de compostos ou substancias toxicas, inativacdo de enzimas e
microrganismos patogénicos, bem como a formacao dos compostos responsaveis por oferecer
cor, aroma e sabor aos alimentos, no entanto, este processo pode culminar na producdo de
compostos tdxicos e/ou carcinogénicos (MINTZ, 2001; NITZKE; FREELAND-GRAVES,
2007).

Durante o tratamento térmico de alimentos ricos em carboidratos, ocorrem diversas
reacOes entre os aglcares, aminoacidos e proteinas, dentre elas a Reacdo de Maillard, que
consiste em uma reacdo da carboxila reativa de um agucar redutor com o grupamento amina de
proteinas ou aminoacidos, dando a cor e sabor caracteristico de alimentos fritos, no entanto,
estudos indicam que esta reacdo esta relacionada com a formacéo de acrilamida, um composto
carcinogénico e com efeitos neurotoxicos (NITZKE; FREELAND-GRAVES, 2007,
ARISSETO; TOLEDO, 2008; CAPUANO; FOGLIANO, 2011).

A asparagina é principal aminoacido envolvido na reacdo de Maillard pela presenca do
seu grupamento amido em sua cadeia lateral (ARISSETO; TOLEDO, 2008). Diante da

informacdo de que a asparagina € um dos aminoacidos responsaveis pela formacdo de
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acrilamida, grande atencéo vem sendo dada a essa enzima pela indUstria alimenticia, utilizando
amplamente a L-asparaginase durante as etapas de beneficiamento e pré-processos industriais
em alimentos ricos em carboidratos e asparagina, quando estes serdo submetidos a fritura ou
torra (Figura 5) (MOTTRAM; WEDZICHA; DODSON, 2002).

Figura 5. Mecanismo de formacdo de acrilamida em alimentos processados sob altas

temperaturas.
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Fonte: Adaptado de Fennema et al. (2010).

Pedreschi et al. (2008) verificaram que a adicdo de L-asparaginase antes do
beneficiamento e processo de fritura dos alimentos, reduz a formacao de acrilamida, pois boa
parte da asparagina é convertida em &cido aspértico e amonia, tendo como resultado o blogueio
da reagé@o de Maillard e inibicdo de formacao de acrilamida.

Dhanam e Kannan (2013) verificaram que o tratamento de alimentos com L-
asparaginase submetidos a fritura reduz a formacéo de acrilamida em 90%. Mohan Kumar et
al. (2013) verificaram que o tratamento de batatas para formulacdo de snacks com L-
asparaginase, reduziu a formacdo de acrilamida em 97%, demostrando a alta eficacia do
tratamento de alimentos ricos em L-asparagina.

Devido a importancia da L-asparaginase na industria de alimentos, diversas pesquisas
visam a formulacdo desta enzima para larga escala industrial, como por exemplo L-
asparaginase fungica do produto Acrylaway® fabricado pela empresa Novozymes®, que tem
como proposta a reducdo dos niveis de acrilamida em diversos alimentos industrializados
(HENDRIKSEN et al., 2009; NOVOZYMES, 2013).
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1.4. Identificagéo de Microrganismos

A correta identificacdo e classificacdo dos microrganismos é de extrema importancia
ndo sO6 quanto aos aspectos clinicos, mas também em estudos ambientais e no uso dos
microrganismos na biotecnologia. Os métodos tradicionais mais utilizados que auxiliam na
identificacdo das bactérias, consistem em levantar e analisar dados relativos as caracteristicas
morfologicas, constituicdo quimica, testes bioquimicos e processos fisiolégicos (BALOWS et
al., 1991; PROSSER, 2002), no entanto, o levantamento e andlises destes dados ndo geram
informacdes eficientes sobre as relaces evolutivas entre 0s organismos, e a capacidade de
identificar a nivel de espécie é limitada, resultando na formacdo de grupos taxonémicos
relativamente heterogéneos e artificiais (HUGENHOLTZ; PACE, 1996).

Pesquisas na area de classificacdo dos organismos levou ao desenvolvimento de técnicas
moleculares como reacdo em cadeia da polimerase (PCR), sequenciamento de DNA e o
descobrimento de marcadores moleculares, surgindo novas possibilidades nos campos da
classificacdo, identificacdo e diagndstico dos organismos vivos, incluindo 0s microrganismos,
ampliando os diversos de estudos sobre a classificacdo, filogenia e evolucao, modificando os
sistemas anteriormente descritos (SANGER et al., 1977; SAIKI et al., 1988; TORSVIK et al.,
1990; TORSVIK; @VREAS, 2002; SCHLOSS; HANDELSMAN, 2005).

Com base no desenvolvimento de novas técnicas e a elucidagdo de alguns processos no
campo da gendmica, descobriu-se que a classificacdo e identificacdo dos microrganismos pode
ser efetuada com base molecular através da determinacéo das sequéncias nucleotidicas de genes
evolutivamente conservados. Os RNAs que compdem os ribossomos (rRNAS), sdo essenciais
para todos os organismos, estando entre as macromoléculas mais conservadas evolutivamente
de todos os sistemas bioldgicos de vida, sendo considerado como um marcador molecular na
identificacdo e construcdo de filogenias nos diversos organismos (WOESE, 1975; WOESE,
1977; PACE et al., 1986).

Em procariotos, a sequéncia do gene RNA ribossomal 16S apresenta alto grau de
conservacao, apresentando um conjunto de aproximadamente 1.500 pares de nucleotideos,
possuindo regides com sequencias variaveis ou hipervériaveis (regides de V1 a V9), entre
regides conservadas em diferentes locais da molécula, sendo Uteis para inferéncias filogenéticas
e identificagdo de espécies (WOESE et al., 1975; LANE et al., 1985; MACRAE, 2000;
ACINAS et al., 2004).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Analisar a producdo e atividade de L-asparaginase das bactérias cultivaveis do tecido

do coral S. stellata dos recifes costeiros do Cabo Branco-Paraiba, bem como identificar

utilizando ferramentas moleculares os isolados ativos na producao enzimatica.

2.2. Objetivos Especificos

a)
b)

c)

d)

f)

Detectar a atividade de L-asparaginase em bactérias isoladas do coral S. stellata;
Analisar quantitativamente a atividade de L-asparaginase produzida por bactérias
em diferentes condicdes de cultivo;

Identificar os isolados de bactérias do tecido do coral S. stellata ativas na producéao
de L-asparaginase, com base nas sequéncias do gene RNAr 16S;

Desenhar primers para deteccdo de gene de L-asparaginase Tipo Il nos isolados de
bactérias;

Detectar o gene envolvido na producdo de L-asparaginase Tipo Il nos isolados de
bactérias;

Selecionar os isolados de bactérias mais promissores quanto a producdo de L-

asparaginases para uso nos processos biotecnolégicos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Isolados de Bactérias do Tecido do Coral S. stellata

As bactérias utilizadas no presente trabalho foram isoladas do coral S. stellata, em
diversas condicbes de saude: sadias (marrom) e com alteracdo de pigmentacdo (roxo). As
colbnias de corais coletadas para o isolamento de bactérias, foram obtidas nos recifes costeiros
da Praia de Cabo Branco, Paraiba, sendo catalogadas e depositadas na colecdo de bactérias do
Laboratdrio de Biologia de Microrganismos (BIOMICRO/DBM/UFPB).

Foram analisados 69 isolados bacterianos com codificagdo “SR__” do coral com
alteracdo de pigmentacéao (roxo) e “SS__ os obtidos do coral sadio.

A caracterizagdo dos isolados foi realizado na base da morfologia celular, coloragéo de
Gram segundo a metodologia de Huecker modificada (SMIBERT; KRIEG, 1994) e presenca
de enddsporos com base na técnica descrita por Gerhardt et al. (1994), sendo os isolados
agrupados de acordo com estes caracteres (Tabela 2) (MEDEIROS, 2014).

Tabela 2. Isolados de bactérias provenientes do coral S. stellata, agrupados de acordo com as

caracteristicas morfofisioldgicas analisadas.

Caracteristicas

Coloracdo de Morfofisioldgicas

Gram*

Isolados

SR01, SR09, SR17, SR19, SR24,

SR25, SR27, SR30, SR39, SR50,

SR51, SR54, SR55, SR62, SS10,

G+ Bastonetes sem enddsporos SS11, SS13, SS14, SS15, SS16,
SS19, SS20, SS21B, SS24, SS27,

SS29, SS30, SS33, SS35, SS36

SR02A, SR03, SR04, SR05, SR08,
SR11, SR22, SR29, SR34, SR37,
SR41, SR44, SR60, SR61, SS03,

SS04, SS08, SS09B, SS18, SS21A,

SS23, SS25

G+ Bastonetes com enddsporos
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SR02B, SR21, SR26, SR38, SR45,

G+ Cocos
SS09A, SS22, SS28
G+ Filamentos SR31
- Bastonetes sem enddsporos SR07, SR15 SR18, SR20, SR35,

SS02, SS12, SR13

Legenda: *G+ Reagdo positiva no teste de coloracdo de Gram; G— Reac¢do negativa no teste de coloracdo de Gram.

Fonte: Autor; Medeiros, 2014.

3.2. Deteccdo da Atividade de L-asparaginase das Bactérias

Para uma selecdo preliminar das bactérias com atividade de L-asparaginase, todos
isolados foram analisados quanto degradacdo do aminoacido L-asparagina de acordo com a
metodologia de Gulati et al. (1997), utilizando o meio Agar Czapek Dox com a seguinte
composi¢do: NazHPO4 (Neon) - 6,0 g/L; KH2PO4 (Neon) — 2,0 g/L; NaCl (Neon) — 0,5 g/L; L-
asparagina (Exodo) — 10,0 g/L; Glicerol (Sigma) — 2,0 g/L; MgSO47H20 (Neon) — 0,2 g/L;
CaCl»2H20 (Neon) — 0,005 g/L; Agar (HiMedia) — 20,0 g/L, Vermelho Fenol (Sigma) 0,009%
ou Azul de Bromotimol (Sigma) 0,009%, pH 5,5.

As placas com as culturas bacterianas foram incubadas a 37 °C por 48 horas, tendo como
resultado positivo para producdo de enzima, a formacao de um halo rosa ou r6seo em meio com
indicador vermelho fenol, ou azul esverdeado em meio com indicador azul de bromotimol,
ambos circundantes as coldnias devido a liberacdo da aménia pela hidrélise da asparagina e

alcalinizagdo do meio.

3.3. Analise Quantitativa da Atividade de L-asparaginase

Os isolados bacterianos que apresentaram atividade de L-asparaginase em meio Czapek

Dox, foram selecionados para analise quantitativa da atividade L-asparaginase.
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3.3.1. Cultivo das Bactérias

A analise quantitativa da atividade de L-asparaginase dos isolados selecionados foi
realizada através do cultivo em meio liquido. Os isolados foram previamente cultivados em
meio Agar Nutriente (HiMedia) por 24 horas a 37 °C, em seguida uma coldnia bacteriana foi
transferida para um pré-indculo em Caldo Nutriente (HiMedia), até a obtencdo padrdo de
turvacdo correspondente a 3 na escala de McFarland (BioMérieux). Posteriormente, retirou-se
1,0 mL do cultivo e o centrifugou a 12.000 rpm a 25 °C por 10 minutos. As células precipitadas
resultantes da centrifugacdo foram transferidas para dois meios de cultura, tendo como base o
meio Czapek Dox, com fontes de nutrientes diferenciados:

a) Meio | Czapek Dox: (L-asparagina (Exodo) — 10,0 g/L; NazHPO4 (Neon) — 6,0 g/L;
KH2PO4 (Neon) — 2,0 g/L; NaCl (Neon) — 0,5 g/L; Glicerol (Sigma) — 20,0 g/L;
MgSQO47H20 (Neon) — 0,2 g/L; CaCl,2H20 (Neon) — 0,005 g/L, pH 7,0.

b) Meio Il Czapek Dox: (Extrato de Levedura (HiMedia) — 10,0 g/L; NaoHPO4 (Neon) —
6,0 g/L; KH2PO4 (Neon) — 2,0 g/L; NaCl (Neon) — 0,5 g/L; Glicerol (Sigma) — 20,0 g/L;
MgSO47H20 (Neon) — 0,2 g/L; CaCl22H.0 (Neon) — 0,005 g/L), pH 7,0.

O cultivo das bactérias foi realizado em erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL do
meio de cultura sob agitacdo a 150 rpm por 48 horas a 37 °C. As culturas foram centrifugadas
a 12.000 rpm por 15 minutos, e o precipitado utilizado para andlise de atividade de L-
asparaginase.

Foram mensurados os valores do pH inicial e final das culturas das bactérias através do
método potenciométrico, empregando um medidor de pH (Hanna- HI2221) previamente
calibrado com solugdes-tampdo pH 4,0, 7,0 e 10,0 £ 0,01.

3.3.2. Quantificacdo da Atividade de L-asparaginase

A andlise da atividade de L-asparaginase foi realizada pelo método proposto por
Mashburn e Wriston (1963), com algumas modificagdes.

Os ensaios foram realizados em duplicata utilizando as células obtidas pela
centrifugacdo de 1,0 mL das culturas dos meios | e 1l e 1,0 mL de solucdo contendo L-
asparagina (Exodo) (200 Mm) em Tris-HCI (Neon) (50 Mm), pH 7,0. A mistura foi agitada no
vortex (Certomat MV Biotech) por 1 minuto e incubada por 30 minutos a 37 °C em banho-
maria. A reaco foi interrompida pela adi¢éo de 0,1 mL de Acido Tricloroacético (Dinamica) a

1,5 M. A mistura da reacdo foi centrifugada (12.000 rpm por 15 minutos) e a amonia liberada
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pela hidrélise de L-asparagina foi quantificada no sobrenadante como segue: uma aliquota de
100,0 uL do sobrenadante foi adicionada em 700,0 uL de agua ultrapura e 200,0 uL do reagente
de Nessler (Neon). Essa mistura foi incubada em microplacas de 96 pocos a 25 °C durante 20
minutos para posterior leitura. A leitura da absorbéancia foi realizada em utilizando a leitora
ELISA EL-800 (Biotek) a 450 nm, a fim de determinar a quantidade de aménia liberada no
processo.

Uma unidade de atividade enzimaética total (1U), foi definida como a quantidade de
enzima que produz 1,0 umol de amdnia por minuto nas condigdes do ensaio, sendo expresso
em IU/mL. Foi construida uma curva de calibracdo utilizando a solucdo padrao de sulfato de

amoOnia, nas concentragdes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 mM (Apéndice A).

3.3.3. Quantificacdo de Proteinas Totais

A quantificacdo de proteinas totais foi realizada a partir do sobrenadante utilizado para
andlise de atividade enzimatica (ver item 3.3.2.), pelo método de Bradford (1976). A curva
padrdo de albumina sérica bovina (Bio-Rad) foi feita utilizando concentracGes de 10, 20, 40,
60, 80 e 90 pug/mL de albumina (Apéndice B).

3.3.4. Quantificacdo da Biomassa de Bactérias

As culturas de bactérias foram centrifugadas a 12.000 rpm por 15 minutos, e a massa
celular foi transferida para placas de Petri previamente pesadas. As placas foram submetidas a
secagem em estufa a 105 °C por no minimo 24 horas, até apresentarem peso constante. A

biomassa foi expressa em miligrama de células por mililitro (mg/mL).

3.4. Caracterizacdo Molecular dos Isolados de Bactérias

3.4.1. Extragdo do DNA Gendmico

Os isolados de bactérias que apresentaram atividade de L-asparaginase foram
selecionados para extragdo do DNA gendmico total. Inicialmente, os isolados foram cultivados
em meio Caldo Marinho (HiMedia) por 24 horas a 37 °C, em seguida as culturas foram
centrifugadas a 6.000 rpm durante 10 minutos. As células resultantes da centrifugacdo foram
resuspensas em tampédo TE pH 8,0 (Tris-HCL 1M; EDTA 0,5M) e congeladas a -20°C. O
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processo de extracdo do DNA foi realizado segundo o método de Cheng e Jiang (2006) com
algumas modificacdes. As células foram descongeladas e suspensas em 200,0 uL de tampao
TE, pH 8,0 e em seguida foram adicionadas as pérolas de vidro (& 425-600 pum, 200 pL) e
200,0 pL de fenol saturado (AMRESCO) (pH 8,0). Os microtubos foram colocados no vértex
por 90 segundos e centrifugados por 5 minutos a 13.000 rpm em 4°C. Posteriormente foi
removido 160,0 puL da fase superior da amostra e adicionou-se 40,0 uLL de TE e 100,0 uL de
cloroférmio (Neon). Apos centrifugacdo das amostras (5 min., 13.000 rpm, 4°C), removeu-se
160,0 uL da fase superior e adicionou 40,0 uL. de TE e 5 uL de RNase (Invitrogen) (10 mg/
mL) e incubou as amostras a 37 °C por 10 minutos em banho-maria. Em seguida acrescentou-
se 100,0 uL de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1), homogeneizou-se e centrifugou-se a
13.000 rpm por 5 minutos a 4°C. O volume de 150,0 uL da fase superior contendo DNA foi

colocado em um microtubo e congelado a -20°C.

3.4.2. Quantificacdo do DNA Génomico

As amostras de DNA foram quantificadas utilizando aparelho NanoDrop (Thermo
Scientific 2000C). As concentracfes do DNA foram expressas em ng/ul. por meio da
absorbéancia das bases, no comprimento de onda de 260 nm. O grau de pureza das amostras foi
estabelecido pela razdo dos espectros Azso/A2g0 NM.

3.4.3. Amplificacdo do Gene RNAr 16S

A amplificacdo do gene referente ao RNAr 16S foi realizada pela Reagédo de Cadeia da
Polimerase (PCR) em termociclador (Biosystems 2720). Preparou-se um mix padronizado
composto por 10 ulL dos oligonucleotideos universais 26F forward -
5S’GAGTTTGATCMTGGCTCAG3’ e 1492R reverse — 5’ACGGCTACCTTGTTACGACTT
3’, na concentracdo de 50,0 pmol/uL, 7,5 puL de tampao de PCR , 1,0 pL de dNTPs
(Invitrogen®) a 100 Mm, 0,5 uL de Taq Polimerase (Invitrogen®) a 5,0 U/uL e 2,0 uL DNA
extraido com concentragdo padronizada em 50,0 ng/uL para o volume final reacional de 50,0
uL. Foram utilizadas as seguintes condic¢des para amplificacdo do gene RNAr 16S: temperatura
de desnaturacéo inicial a 94° C por 5 min; 25 ciclos de 94° C por 1 min., 57° C por 2 min. e 72

°C por 2 minutos; extensdo final a 72° C por 10 min..
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3.4.4. Desenho dos Primers Para Detecc¢édo do Gene de L-asparaginase (AsnZ)

Foram construidos primers com auxilio do programa Primer-BLAST e o banco de
sequéncias do National Center for Biotechnology Information (NCBI). A construcdo foi
baseada no alinhamento da sequéncia de Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 (Genbank
NC_000964.3) (Anexo A) com a sequéncia contendo 1.128 pb codificantes do gene AsnZ
(Asparaginase tipo 1l- 1D:938392/ NP-388151.1).

Dois pares de primers foram construidos, AsnZ1 e AsnZ2 de 22 e 20 nucleotideos,
respectivamente. O tamanho dos amplicons foi estimado em 1.225 pb e 769 pb para AsnZ1 e
AsnZ2, respectivamente. As sequéncias foram desenhadas visando a ndo formag&o de estruturas
secundarias intramoleculares estaveis entre os primers sendo considerado como fator relevante
a diferenca entre as temperaturas de pareamento (Tm em °C), ndo superior a 10°C entre os pares
de primer. Para se verificar a especificidade dos primers obtidos utilizou-se a plataforma
BLASTn  (Basic  Local Alignment Search  Tool), disponivel no site
(http://www.ncbi.nlm.nhi.gov/genbank/), para assegurar que 0s primers obtidos podem

amplificar as sequéncias codificantes especificas para o gene de L-asparaginase Tipo Il.

3.4.5. Deteccdo do Gene de L-asparaginase (AsnZ)

O gene envolvido na producédo de L-asparaginase Tipo Il foi detectado a partir da reacao
em cadeira da polimerase (PCR) utilizando os primers construidos. Foram utilizadas as
sequintes condicbes para amplificacdo utilizando o par do primer AsnZl: temperatura de
desnaturagdo inicial & 94° C por 5 min; 30 ciclos de 94° C por 1 min., 62° C por 2 min. e 72 °C
por 2 minutos; extensao final a 72° C por 10 min. Para os primers AnsZ2, foram utilizadas as
seguintes condi¢Oes: temperatura de desnaturacao inicial a 94° C por 5 min; 30 ciclos de 94° C

por 1 min., 58° C por 2 min. e 72 °C por 2 minutos; extensao final a 72° C por 10 min.

3.4.6. Eletroforese em Gel de Agarose dos Produtos de PCR

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (BIO-RAD) de
1,5%, sob uma voltagem de 100V. As amostras foram coradas com GelRed™ (BIOTIUM) e
observadas em sistema de fotodocumentagdo de géis (Loccus) para verificagdo das bandas
correspondentes ao amplicon de cada gene. Para o gene de RNAr 16S o produto esperado era

de 1500 pb. Para o gene de L-asparaginase AsnZ os produtos esperados eram de 1225 e 769 pb,
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para os primers AsnZ1 e AsnZ2, respectivamente. Para analise dos tamanhos dos produtos de

PCR utilizou-se um padrdo de peso molecular de 100 pb (Axygen).

3.4.7. Purificacdo e Sequenciamento dos Produtos de RNAr 16S e AsnZ

Os produtos da PCR foram purificados utilizando o kit SV Gel and PCR Clean-UP
System (PROMEGA\) de acordo com as instrucdes do fabricante. A concentracdo e pureza do
DNA purificado foi determinada utilizando NanoDrop (Thermo Scientific 2000C).

Para o sequenciamento, os produtos da purificacdo da PCR foram padronizados nas
concentragdes de 30 a 40 ng com &gua ultrapura (Mili-Q), tendo como volume final de 20 pl.
O sequenciamento das amostras foi realizado no Laboratério de Gendmica e Expressdo Génica
(Centro de Ciéncias Biologicas, UFPE) utilizando o sequenciador automatico ABI-PRISM
3100 Genetic Analyzer armado com capilares de 50 cm e polimero POP6 (Applied Biosystems).
Os DNA-moldes (30 a 40 ng) foram marcados utilizando-se 3,2 pmol dos primers, com 3 pL
do reagente BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing RR-100 (Applied Biosystems) em um
volume final de 10uL. As reacBGes de marcacdo foram realizadas em termociclador GeneAmp
PCR System 9700 (Applied Biosystems) com uma etapa de desnaturacéo inicial a 96 °C por 3
min seguida de 25 ciclos de 96°C por 10 seg., 55°C por 5 seg. e 60°C por 4 min. Uma vez
marcadas, as amostras foram purificadas pela precipitacdo com isopropanol a 75 % e lavagem
com etanol a 60 %. Os produtos precipitados foram diluidos em 10uL de formamida (Applied
Biosystems), desnaturados a 95°C por 5 min, resfriados em gelo por 5 min e eletroinjetados no
sequenciador automatico. Os dados de sequenciamento foram coletados utilizando-se o
programa Data Collection v 1.0.1 (Applied Biosystems) com os parametros Dye Set “Z”;
Mobility File “DT3100POP6{BDv3} vl.mob”; BioLIMS Project “3100 Projectl”; Run
Module 1 “StdSeq50_POP6 50cm_cfv_1007; e Analysis Module 1
“BC3100SR_Seq FASTA.saz”."

3.4.8. Analises das Sequéncias

As sequéncias geradas do gene RNAr 16S e do gene AsnZ dos isolados de bactérias
foram comparadas com as sequéncias depositadas no banco de sequencias do National Center
for Biotechnology Information (NCBI) usando-se BLASTn e BLASTXx (Basic Local Alignment
Search Tool), disponivel no site (http://www.ncbi.nlm.nhi.gov/genbank/), bem como

sequéncias depositadas no banco de sequencias do UNIPROT, disponivel no site



36

(http://www.uniprot.org/blast/). Para o gene RNAr 16S, foram analisadas as similaridades das
sequéncias obtidas com as sequéncias presentes no banco de dados, sendo consideradas as que
apresentaram similaridade > 97%. Para o gene AsnZ foram analisadas as similaridades das
sequéncias obtidas com as sequéncias presentes no banco de dados. O alinhamento mdltiplo
das sequéncias e a construcdo de arvores filogenéticas com base no gene RNAr 16S, foram
realizados através do programa MEGA versdo 7.0, utilizando o método Neighbour Joining e o
modelo Kimura 2 (TAMURA et al. 2015).

3.4.9. Anélise Estatistica

Analise estatistica foi realizada pelo teste t de Student, ndo pareada, comparando 0s
niveis de atividade enzimatica entre os meios de cultivo para cada isolado, sendo utilizada a
média de dois experimentos em triplicata, expressos em média + desvio padréo, considerando-

se como significativos os valores com p < 0,05.



37

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Producdo de L-asparaginase por Bactérias

A deteccdo da atividade de L-asparaginase foi realizada em 69 isolados de bactérias
provenientes do coral S. stellata. Destes, 16 isolados demonstraram atividade de L-asparaginase
em meio Czapek Dox com L-asparagina e os indicadores vermelho fenol ou azul de bromotimol
(Figura 6) (Tabela 3).

Figura 6. Deteccdo da atividade de L-asparaginase em meio Czapek Dox com L-asparagina e

os indicadores vermelho fenol (A e B) ou azul de bromotimol (C e D).

O

Legenda: (A e C) As setas indicam resultado positivo pela presenca de halo depledacéo de L-asparagina, ao redor
da colbnia, com os indicadores vermelho fenol e azul de bromotimol, respectivamente; (B e D) Resultado negativo
auséncia de halo de hidrolise de L-asparagina, com os indicadores vermelho fenol e azul de bromotimol,
respectivamente.

Todas as bactérias produtoras de L-asparaginase foram Gram positivas, fato este de
grande relevancia pois amplia o espectro das bactérias produtoras deste tipo de enzima, visto

que, a grande maioria dos trabalhos cientificos indica as bactérias Gram negativas,
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principalmente Escherichia coli, Serratia marcescens e Erwinia carotovora, como produtores
de L-asparaginase (AGHAIYPOU et al., 2001; KOTZIA; LABROU, 2005; WINK et al., 2009;
WINK et al., 2010).

Tabela 3. Deteccdo da atividade de L-asparaginase por bactérias isoladas do coral S. stellata no
meio Czapek Dox com L-asparagina e os indicadores vermelho fenol ou azul de bromotimol.

Isolados Vermelho Fenol Azul de Bromotimol

SRO1 — —
SR02B — —
SR02A — _

SR03 — —

SR04 — —

SR05 + +

SRO7 — —

SR08 — —

SR09 — —

SR11 + +

SR13 — —

SR15 — —

SR17 — —

SR18 — —

SR19 — —

SR20 — —

SR21 + +

SR22 + +

SR24 — —
SR25 — —
SR26 — —
SR27 — —
SR29 — —
SR30 — —
SR31 — —
SR34 — —
SR35 _ _
SR37 _ _
SR38 — —
SR39
SR41
SR44
SR45
SR50 — —
SR51 — —
SR54 — —
SR55 — —
SR60 + +
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SR61 + +
SR62 — —
SS02 — —
SS03 + +
SS04 + +
SS08 + +
SS09A — —
SS09B + +
$S10 — —
Ss11 — —
S$S12 — —
S$S13 — —
SS14 — —
SS15 — _
SS16 — _
SS18 + N
SS19 — _
SS20 — _
SS21A + +
SS21B — —
SS22 — —
SS23 + +
SS24 — —
SS25 + +
SS27 — —
SS28 — —
SS29 — —
SS30 — —
SS33 — —
SS35 — —
SS36 — —

Legenda: (+) Producdo de L-asparaginase; (—) Auséncia da producgéo de L-asparaginase.

Dhale e Mohan-Kumari (2014) em seus estudos sobre a triagem de microrganismos
produtores de L-asparaginase, verificaram a influéncia dos indicadores vermelho fenol e azul
de bromotimol na deteccdo da atividade enzimatica, constatando que a adi¢do do azul de
bromotimol evidéncia atividade de L-asparaginase mesmo que haja uma baixa concentracao e
atividade enzimatica, sendo mais confiavel que a utilizacdo do vermelho fenol como indicador,
tendo em vista que alguns microrganismos ndo apresentam o crescimento quando utilizado este
indicador. Diferentemente, neste trabalho foi observado que ambos os indicadores revelaram a
atividade enzimatica, no entanto, no meio com o indicador vermelho fenol a visualizacdo de

halos de hidrolise de L-asparagina foi mais evidente.
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4.2. Avaliacdo da Atividade de L-asparaginase por Bactérias

Os 16 isolados de bactérias que apresentaram producdo de L-asparaginase em meio
Czapek Dox foram selecionados para analise quantitativa da atividade enzimatica. As bactérias
que foram cultivadas em meio contendo L-asparagina como fonte de nitrogénio, apresentaram
maior atividade enzimética total, variando de 113,5 IU/mL a 425,1 IU/mL, quando comparado
com dados obtidos dos no meio com extrato de levedura, que apresentou variacéo de 5,2 1U/mL
a109,8 IU/mL, (Tabelas 4 e 5) (Figura 7).

Com relacéo a biomassa de bactérias, obteve-se melhor rendimento para os isolados
SR22, SR44 e SR05, quando cultivados em meio com L-asparagina, com valores de 1,36
mg/mL, 1,31 mg/mL e 1,18 mg/mL, respectivamente. No meio com extrato de levedura, 0s
maiores valores de biomassa foram 0,98 mg/mL, 0,90 mg/mL e 0,89 mg/mL para os isolados
SR41, SR60 e SRO05, respectivamente (Tabelas 4 e 5).

Em relagdo a atividade especifica relacionada a biomassa de bactérias, obteve-se maior
atividade no meio com L-asparagina com maior valor de 759,3 U/mg de células para o isolado
SS21A, em comparativo com o cultivo em meio com extrato de levedura, que teve maior
atividade com valor de 569,33 U/mg de células, para 0 mesmo isolado (Tabelas 4 e 5).

A quantidade de proteinas totais extracelulares, foi maior nos isolados cultivados em
meio com extrato de levedura, em relacdo ao meio com L-asparagina, obtendo-se valores de
103,3 pg/mL, 84,3 pg/mL e 81,2 ug/mL de proteinas totais para os isolados SS18, SR61 e
SS09B, respectivamente. Para os isolados cultivados em meio com L-asparagina foram obtidos
maiores valores de 51,2 pg/mL, 41,2 ug/mL de proteinas para os isolados SR05 e SR41,
respectivamente.

Quanto a atividade especifica relacionada as proteinas totais, houve uma maior atividade
dos isolados cultivados em meio com L-asparagina, com valores de 29,3 U/ug, 18,5 U/ug e
15,8 U/ug para os isolados SS21A, SS08 e SS18, respectivamente. O cultivo com extrato de
levedura apresentou atividade variando de 0,1 U/ug a 2,5 U/ug (Tabelas 4 e 5).

Foi observado alteragdes do pH do meio de cultura durante o cultivo dos isolados
avaliados, variando entre 6,90 e 7,60 no cultivo dos isolados no meio com L-asparagina, e entre
5,42 e 6,68 em meio com extrato de levedura (Tabela 5).

Com base nos dados obtidos quanto a atividade total, biomassa, atividade especifica de
proteinas e biomassa, bem como a variacdo do pH do meio de cultivo, o isolado SS21A foi o
que obteve melhores resultados em meio de cultivo com L-asparagina, sendo este promissor na

producéo de deste tipo de enzima.



41

Tabela 4. Atividade total e especifica de L-asparaginase, biomassa, proteinas totais e pH inicial

e final do cultivo das bactérias em meio Czapek Dox com L-asparagina.

o ] Atividade  Atividade
Atividade Proteinas . . pH
] ) especifica  especifica o
total Biomassa* totais Inicial-
Isolados (Umgde  (U/ugde _
(IU/mL) (mg/mL) (Mg/mL) ) ] Final
celulas) proteinas)
SR05 246,8+3.0 1,18 512+1.2 209,2 4.8 7,00 - 7,43
SR 11 N.D. ** N.D. ** N.D. ** N.D. ** N.D. ** N.D. **
SR 21 N.D. ** N.D. ** N.D. ** N.D. ** N.D. ** N.D. **
SR22 2065%5.2 1,36 138+2.8 151,9 14,9 7,00-7,11
SR41 222,7+3.9 1,12 41,2+2.38 198,9 54 7,00-7221
SR44 280,422 1,31 348+15 2141 8,0 7,00 - 7,25
SR60 139512 0,57 16,0 £ 2.7 2449 8,7 7,00 - 7,03
SR61 228942 1,12 26,3+ 1.7 204,4 8,7 7,00 - 6,99
SS03 169,9+4.1 0,50 15,8+2.8 339,9 10,7 7,00 - 7,60
SS04 2241+51 0,52 158+ 24 431,1 14,1 7,00 -7,44
SS08 300,447 0,54 16,2+ 1.7 556,4 18,5 7,00 - 6,97
SS09B 182,5+4.6 0,73 185+1.4 250,1 9,8 7,00 - 7,51
SS18 1135%+5.2 0,29 7,1+£0.9 391,7 15,8 7,00 - 6,90
SS21A 4251+5.4 0,56 145+ 15 759,3 29,3 7,00 - 6,86
SS23 208,4+54 0,74 145+1.0 281,7 14,4 7,00 - 7,54
SS25 2064+24 0,47 140+£21 439,2 14,7 7,00 - 7,45

Legenda: SR_ e SS_ — isolados da col6nia sadia e roxa, respectivamente. *Peso seco de células bacterianas; **
Né&o Determinado.
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Tabela 5. Atividade total e especifica de L-asparaginase, biomassa, proteinas totais e pH inicial

e final do cultivo das bactérias em meio Czapek Dox com extrato de levedura.

o Atividade  Atividade
Atividade Proteinas . . pH
) _ especifica  especifica o
total Biomassa* totais Inicial-

Isolados (U/mg de (U/ug de )

(IU/mL) (mg/mL) (ng/mL) ) ) pH Final
celulas) proteinas)

SR05 48,7+3.6 0,89 52,8+3.1 54,8 0,9 7,00 - 6,53
SR11 67,7+3.38 0,30 485+ 24 225,7 1,4 7,00 - 6,25
SR21 107,0+5.2 0,34 55,3+3.2 314,7 1,9 7,00 - 6,65
SR 22 60,3+5.4 0,35 44,1 £3.5 172,5 14 7,00 - 6,67
SR41 655+28 0,98 67,6 £3.6 66,8 1,0 7,00-6,31
SR44 889+57 0,73 353+19 121,8 2,5 7,00 - 6,55
SR60 815+20 0,90 36,4+25 90,6 2,2 7,00 - 6,68
SR61 109,8+5.4 0,6 843+1.7 183,0 1,3 7,00 - 6,05
SS 03 52+1.6 0,62 50,5+ 20 8,5 0,1 7,00 - 6,50
SS 04 8927 0,75 48,4+ 2.0 12,0 0,2 7,00 - 6,35
SS08 96,8+3.2 0,69 61,0+1.9 140,3 1,6 7,00 - 6,50
SS09B 27,4+1.0 0,54 81,2+29 50,7 0,3 7,00 - 6,34
SS18 58,0+£5.7 0,29 103,3+15 200,0 0,6 7,00 - 6,14
SS21A 740x14 0,13 63,6 £ 3.0 569,3 1,2 7,00 - 5,42
SS23 249+35 0,78 70,3+ 2.6 32,0 0,4 7,00 - 6,22
SS25 37,332 0,85 545+ 3.2 44,0 0,7 7,00 - 6,20

Legenda: SR_ e SS_ — isolados da coldnia sadia e roxa, respectivamente. *Peso seco de células bacterianas; **
N&o Determinado.

Minim e Alegre (1992) em seus estudos com Erwinia aroideae produtora de L-

asparaginase, afirmaram que ocorre um aumento gradativo do pH durante o cultivo como

resultado da acdo da L-asparaginase sobre a L-asparagina, fato este observado neste trabalho,

em meio de cultura com L-asparagina. De fato, as alteragdes do pH do cultivo encontrados neste

trabalho podem ser explicadas pelo produto final da reagdo, que tem como resultado da

atividade enzimatica no meio de cultivo com consecutiva modificacdo do pH, o que geralmente

vai na contramdo dos cultivos tradicionais de bactérias que tendem a fermentacdo e

consequentemente diminuicdo do pH.
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Mahajan et al. (2014) em estudos sobre producdo e atividade de L-asparaginases por
Bacillus licheniformis, avaliaram a influéncia de varios substratos em diferentes concentragdes
sobre atividade enzimatica, atingindo uma méaxima atividade (160 IU/mL) utilizando L-
asparagina na concentracao de 20 g/L como fonte de nitrogénio. De fato, foi verificado neste
trabalho que a L-asparagina em comparacgdo com extrato de levedura induziu melhor atividade
de L-asparaginase, visto que, na concentracdo de 10 g/L de L-asparagina foi possivel obter o
maior valor de atividade total de 425,1 IU/ml (isolado SS21A).

Verma et al. (2007) constataram em seus experimentos que o extrato de levedura é
importante indutor para o crescimento celular e a sintese de L-asparaginase, porém, em alta
concentracdo inibe sintese, producgdo e atividade enzimética. Os dados obtidos indicam que a
concentracdo do extrato de levedura no meio de cultura analisada em comparacdo com meio de
cultura contendo L-asparagina, reduziu significativamente a atividade enzimatica dos isolados

estudados (Figura 7).

Figura 7. Atividade total de L-asparaginase de bactérias isoladas do coral S. stellata, cultivadas

em meio Czapek Dox com L-asparagina ou extrato de levedura.
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Legenda: ***p < 0,001 e ****p < 0,0001.

Os estudos de Minim e Alegre (1992) quanto producdo de L-asparaginase por Erwinia
aroideae apontaram que determinados substratos em certas concentra¢fes podem levar inibicdo
da atividade enzimatica, bem como sua sintese. Observaram também que o extrato de levedura
na concentragéo de 16 g/L adicionado ao meio de cultura, aumentou a producdo de biomassa,

no entanto, inibiu a producdo da enzima, fato este ndo observado com L-asparagina nas mesmas
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condices, tendo esta induzido uma menor producdo de biomassa, porém uma alta atividade de
L-asparaginase. Neste trabalho foi observado uma maior produgéo de biomassa e atividade total
em meio com L-asparagina, quando comparado com extrato de levedura.

4.3. Caracterizacdo Molecular e Anélise Filogenética do Gene RNAr 16S

O DNA gendmico extraido dos 16 isolados produtores de L-asparaginase, apresentou
rendimento de 210,0 ng/uL a 530,7 ng/uL de DNA, tendo as amostras apresentado grau de
pureza (DO2s0-260) Variando de 1,68 a 1,93.

Todos os isolados apresentaram amplificagdo por PCR do gene RNAr 16S, obtendo um
fragmento de DNA de 1.500 pb, conforme esperado para os primers utilizados (Figura 8). Os
produtos da PCR foram purificados e quantificados obtendo entre 21,0 ng/uL a 74,8 ng/uL de
DNA e grau de pureza (DOz2e0-280) de 1,70 & 2,37, sendo o standard de 1,8 que corresponde a
uma proporcdo acima de 30% de DNA para 70% de proteinas. Isto indica que as amostras
utilizadas possuem alto grau de pureza pois estdo acima de 1,8 em sua maioria.

As sequéncias do gene RNAr 16S de boa qualidade foram obtidas em 4 amostras,
correspondente aos isolados SR21, SR41, SR60 e SS23. As sequéncias dos 12 isolados nédo
puderam ser utilizadas para analise filogenética devido a baixa qualidade (alto nimero de bases
néo identificadas).

A andlise das sequéncias do gene RNAr 16S dos isolados usando a ferramenta BLASTn
apontou que trés isolados apresentaram similaridade igual ou superior a 99% para 0 género
Bacillus (SR41, SR60 e SS23) (Tabela 6, Figura 9 e Apéndices E, F e G) e um isolado (SR21)
para o género Staphylococcus (Tabela 6, Figura 9 e Apéndice H).

Figura 8. Eletroforese em gel de agarose 1,5% dos produtos da amplificacdo do gene RNAr 16S

dos isolados de bactérias produtores de L-asparaginase.

PM SR60 SR11 SR44 SR61 SR05 SR41 SR21 SR22 S508 $518 $523 S503 $504 §525 S521A S509B

3000 pb

1500 pb

Legenda: PM - Marcador do peso molecular de 100 pares de base (pb) (Axygen); SR_e SS_ —isolados da colénia
roxa e sadia de S. stellata, respectivamente.
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Tabela 6. ComparacGes das sequéncias parciais do gene RNAr 16S utilizando o programa

Blastn (refseq_rna) de bactérias.

Alinhamento mais Identidade  Cddigo de acesso -
Isolado significativo do Blastn E-value maxima NCBI
(GenBank ID)

SR41 Bacillus_subtilis 0.0 99% JX673943.1
SR60 Bacillus_subtilis 0.0 99% KX670428.1
SS23 Bacillus_subtilis 0.0 99% KP717559.1
SR21  Staphylococcus_epidermidis 0.0 99% KU550237.1

Legenda: SS_ e SR_ —isolados da col6nia sadia e roxa de S. stellata, respectivamente.

Figura 9. Arvore filogenética dos isolados SR41, SR60, SR21 e SS23 e de bactérias do

GenBank, com base na comparacdo das sequencias de RNAr 16S.

- SR41

100

Bacillus_subtilis_strain_S20_16S_ribosomal_RNA _gene_partial_sequence (JX673943.1)

100 Bacillus_sp._3RB1_16S_ribosomal_RNA_gene_partial_sequence (KT150178.1)

| Bacillus_subtilis_strain_BCd2_16S_ribosomal_RNA_gene_partial_sequence (KP717559.1)

100 | 55823

| SR60

| Bacillus_sp._NIASMI (LC027447.1)

Bacillus_subtilis_strain_ (KX670428.1)

Staphylococcus_sp._DGM_MH2a (JF923458.1)

- Staphylococcus_epidemidis_strain (KU550237.1)

SR21

—
50

Legenda: Os valores de bootstrap mostradas na arvore foram obtidos com base de 1.000 réplicas. Os nimeros de
acesso das sequencias do GenBank sdo mostradas em parénteses.
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Trabalhos realizados mostram a imensa diversidade de microrganismos em ambientes
marinhos, indicando a inquestionavel relevancia de bactérias no ecossistema marinho e o
potencial biotecnoldgico deste ambiente (SILVA, R., 2015; RESHEF et al.2006; MEDEIROS,
2014). Gontang et al. (2007) em estudos analisando bactérias de sedimentos marinho,
verificaram com base molecular no gene RNAr 16S que 0 ambiente marinho apresenta uma alta
diversidade de bactérias Gram positivas, sendo encontrado diversos géneros como
Halobaccilus, Pontibacillus, Thermoactinomyces, Bacillus.

Existem poucos trabalhos sobre a diversidade de bactérias no tecido do coral S. stellata.
Lins-de-Barros et al. (2013) e Araujo (2013) verificaram que o filo Proteobactéria foi dominante
entre a microbiota associada a essa espécie de coral, sendo encontrado géneros de bactérias
Gram negativas como Halomonas, Alteronas, Pseudoalteromonas, Cobetia, Vibrio,
Marinobacter, Glaciecola. Lins-de-Barros et al. (2013) verificaram que a classe dominante
entre as bactérias do coral sadio e branqueado de S. stellata coletadas em Buzios foram
predominantemente das a-Proteobactérias, enquanto que Aradjo (2013) ao estudar as coldnias
do coral sadio e roxo dos recifes costeiros do Cabo Branco observou que a classe dominante foi
a y- Proteobactéria.

Os resultados obtidos quanto a identificacdo e diversidade das bactérias isoladas de S.
stellata com base no sequenciamento do gene RNAr 16S, apresentam somente representantes
do filo Firmucutes sendo eles concebidos pelos géneros Bacillus e Staphylococcus.

4.4, Construcao dos Primers e Detecgdo do Gene de L-asparaginase (AsnZ)

Para deteccdo do gene de L-asparaginase Tipo I, foram desenhados dois pares de primes
especificos: AsnZl e AsnZ2. O par do primer AsnZ1 foi desenhado visando um amplicon de
aproximadamente 1.225 pb, modelado na regido promotora néo transcrita do gene (5 — 3’
UTR). O par do primer AsnZ2 foi desenhado almejando um amplicon de aproximadamente 769
pb, modelado na regido codificante (CDS) do gene, posterior ao codon de iniciacao e anterior
ao codon de finalizacdo (Tabela 7) (Apéndices C e D).

A deteccédo por PCR do gene AsnZ responsavel pela producéo de L-asparaginase tipo Il
utilizando os pares de primers AsnZ1 e AsnZ2, apresentou resultado positivo para ambos 0s
iniciadores em 11 dos 16 isolados analisados (Tabela 8). Os produtos da PCR obtidos com os
primers AsnZ1 foram representados por uma Unica banda em eletroforese com tamanho cerca
de 1.300 pb (Figura 10). Nos produtos da PCR utilizando os primers AsnZ2 visualizou-se uma
unica banda com tamanho aproximado de 800 pb (Figura 11).
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Tabela 7. Sequéncias e caracteristicas relevantes dos pares de primers desenhados para detec¢édo

do gene de L-asparaginase.

Tamanho do
. A . Tm Fragmento
(0]
Primer Sequéncia do Primer Q) Bases CG% Amplificado
(pb)
Forward 5°-
AGCTGACTGA‘I;C’:TTTTGACTGA- 57 39 99 40.91
AsnZ1l Reverse 5'- 1225
AGGCTTATTCGCCTTCTTTTCT-3>  58.04 22 40.91
Forward 5°-
GAATCCCCGAAAGAAAAAGC-3’ 55.24 20 45.50
Asnz2 , 769
Reverse 5°-
TTACAGCAGCGTCAAACAGG-3’ 58.77 20 50.00

Tabela 8. Deteccdo do gene de L-asparaginase nos isolados bacterianos, por técnica de PCR

utilizando os primers AsnZ1 e AsnZ2.

Isolado Primers AsnZ1

Primers AsnZ2

SR05 +
SR11 —
SR21 —
SR22
SR41
SR44 —
SR60
SR61
SS03
SS04
SS08 —
SS09B
SS18 —
SS21A
SS23
SS25

+ + + + + +

+ + +

+

+ + + + + +

+ + +

Legenda: (+) Amplificado; () Ndo amplificado; SS_ e SR_ — isolados de bactérias de col6nias sadia e roxa de S.

stellata, respectivamente.
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Os produtos das amplificacbes foram purificados e quantificados obtendo entre 10,3
ng/uL e 36,9 ng/uL de DNA com grau de pureza (DOz60-280) entre 1,60 e 2,93. De todas as
amostras submetidas ao sequenciamento, foram obtidas sequéncias de boa qualidade em apenas
para quatro isolados, sendo SR22, SR60, SS04 e SS23, ambos produtos da amplificacdo com
os primers AsnZl. A analise molecular da sequéncia do gene amplificado utilizando a
ferramenta BLASTX, mostrou similaridade com a proteina L-asparaginase de bactérias do
género Bacillus (Tabela 9 e Apéndices I, J, K e L). A analise das sequéncias utilizando a
ferramenta UNIPROT, apontou para proteina L-asparaginase de bactérias do género Bacillus,
tendo como gene codificante AsnZ para asparaginase tipo Il (Tabela 10 e Apéndices M, N, O e
P).

Figura 10. Eletroforese em gel de agarose 1,5 % dos produtos da amplificacdo do gene de L-

asparaginase utilizando os primers AsnZ1.

PM SR05 SR22 SR41 SR60 SR61 SS03 SS04 SS09B SS21A S$S23 SS25

1500 pb

1000 pb

Legenda: PM - Marcador do peso molecular em pares de base (pb) (Axygen); SS_ e SR_ — isolados de bactérias
de colbnias sadia e roxa de S. stellata, respectivamente.

Figura 11. Eletroforese em gel de agarose 1,5 % dos produtos da amplificacdo do gene de L-

asparaginase utilizando os primers AsnZ2.

PM SR05 SR22 SR41 SR60 SR61 SS03 SS04 SS09B SS21A S$S23 SS25

—

800 pb ---"-.‘.~...

Legenda: PM - Marcador do peso molecular em pares de base (pb) (Axygen); SS_e SR_ — isolados de bactérias
de col6nias sadia e roxa de S. stellata, respectivamente.



Tabela 9. Comparacdes das sequéncias parciais do gene
bactérias utilizando a plataforma Blastx.
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de L-asparaginase de isolados de

Alinhamento mais
significativo do Blastx

Identidade  Caodigo de acesso

Isolado (GenBank 1D) E-value maxima - NCBI

SR22 L-asparaginase 7e-25 99% WP_033883143.1
[Bacillus subtilis]

SR60 L-asparaginase le-43 93% CUB 26724.1
[Bacillus subtilis]

SS23 L-asparaginase 2e-50 100% WP_033883143.1
[Bacillus subtilis]

SS04 L-asparaginase 6e-139 84% WP_046664295.1

[Bacillus tequilensis]

Legenda: SS_e SR_ — isolados de bactérias de col6nia sadia e roxa de S. stellata, respectivamente.

Tabela 10. Comparagbes das sequéncias parciais do gene

bactérias utilizando a plataforma Uniprot.

de L-asparaginase de isolados de

Alinhamento mais

Identidade Cddigo de

Isolado significativo do Blast E-value maxima acesso
L-asparaginase [Bacillus

SR22 subtilis XF-1] 3.3e-32 91.5% MA4KPA7
L-asparaginase [Bacillus

SR60 4.9e-46 100% M4KPA7

subtilis XF-1]
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L-asparaginase [Bacillus

. 5.3e-41 90.6% MAKPA7
SS23 subtilis XF-1]

L-asparaginase [Bacillus

- 2.9e-105 99.4% M4KPA7
SS04 subtilis XF-1]

Legenda: SS_ e SR_ — isolados de bactérias de colonia sadia e roxa de S. stellata, respectivamente.

Mahajan et al. (2014) afirmam ser de extrema importancia de busca por novos géneros
e espécies de bactérias produtores de L-asparaginase com a finalidade de obtencdo de novas
isoformas desta enzima.

Han et al. (2014) isolou uma cepa de Staphylococcus sp. em alimentos com atividade
de L-asparaginase Tipo Il e identificou o gene responsavel pela producéo de desta enzima. Entre
os isolados de bactérias analisadas neste trabalho, um isolado do género Staphylococcus foi
positivo quanto a producdo da enzima L-asparaginase, confirmando a capacidade deste género
para a producdo da enzima analisada.

Na busca por novos microrganismos produtores de L-asparaginase para utilizacdo na
industria alimenticia, grande atencéo deve ser dada visando a seguranca alimentar. Onishi et al
(2010) e Jia et al. (2013) afirmam ndo ser indicado a utilizacdo de L-asparaginase provenientes
de cepas de E. coli selvagens ou recombinantes como é comumente utilizado para producgéo de
L-asparaginase para fins terapéuticos. Para o tratamento de alimentos é aconselhdvel a
utilizacdo desta enzima proveniente de outras espécies e géneros bacterianos, dentre eles
Bacillus, por serem ndo patogénicas e livres de endo e exo toxinas (HARWOOD; WIPAT,
1996). Neste trabalho a maioria dos isolados produtores de L-asparaginase Tipo Il pertencem
ao género Bacillus, mostrando o grande potencial para producao de desta enzima para utilizagéo
pela industria alimenticia.

Jia et al. (2013) conseguiu obter em Bacillus subtilis B11-06 o gene codificante para L-
asparaginase Tipo Il (AsnZ) obtido a partir do desenho de primers e amplificacdo por PCR, da
sequéncia do gene em Bacillus subtilis 168. Foi montando um sistema de expressao heterologa,
onde verificaram que a atividade enzimatica de L-asparaginase foi notadamente mais elevada

no clone e que a enzima apresentou maior estabilidade térmica em comparagdo com a produzida
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pela estipe selvagem, sendo significativamente promissor a utilizacdo desta enzima pela
indUstria alimenticia, descrito como o primeiro sistema de expressao de AsnZ em B. subtilis.
Para deteccdo do gene AsnZ neste trabalho, foram construidos dois pares de primers,
dentre eles 0 AsnZ1. As andlises das sequéncias amplificadas pelo primer apontaram para L-
asparaginase Tipo Il de bactérias do género Bacillus, podendo este iniciador ser utilizado para
estudos posteriores para producdo desta enzima por sistema de expressao heterdloga, sendo
necessario a verificacdo de possiveis sitios de insercdo e restricdo com base no sistema de

expressao a ser utilizado.
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CONCLUSOES

O tecido do coral Siderastrea stellata demonstrou ser uma fonte rica de bactérias
produtoras de L-asparaginase, uma vez que dezesseis isolados apresentaram atividade

enzimatica.

Os bastonetes Gram positivos formadores de enddsporos, representaram o maior

percentual de bactérias com atividade de L-asparaginase.

A identificacdo molecular baseada no gene RNAr 16S, demonstrou que trés isolados

pertenceram ao género Bacillus e um isolado ao género Sthaphylococcus.

A L-asparagina como fonte de nitrogénio no meio de cultivo, proporcionou uma maior

atividade especifica de L-asparaginase, comparado ao extrato de levedura.

Os pares de primers AsnZ1 e AsnZ2, mostraram eficicia na deteccdo do gene de L-
asparaginase Tipo Il (AsnZ) em bactérias do género Bacillus, podendo ser utilizado em

estudos de deteccdo da asparaginase tipo 1.

As bactérias obtidas do coral Siderastrea stellata possuem um potencial para estudos de
prospeccdo biotecnoldgica. Estudos futuros mais detalhados sdo necessarios para
otimizar condi¢des de cultivo com finalidade de obter uma alta producdo de L-

asparaginase pelos isolados analisados.
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Apéndice A — Curva de calibracdo de sulfato de aménio ((NH4)2SOs4), utilizando o reagente

de Nessler.

Densidade Optica
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0.80+

0.60+

0.40-

0.20+

R square
0.9953

Y =0.07786*X + 0.008591

0.00
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Apéndice B — Curva de calibracdo de albumina sérica bovina (BSA), utilizando o reagente de

Bradford.
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Apéndice C — Construcgdo do par do primer AsnZ1 obtido com o programa Primer-BLAST, com base no alinhamento da sequéncia de Bacillus

subtilis subsp. subtilis str. 168 (NC_000964.3), com gene codificante para L-asparaginase Tipo II.

Primer pair 1
Sequenca (5'>7) Tomplaistand  Length St Sop  Tm  GC%  Self complementarity Sall T complomentasity

Forward primer  AGCTGACTGATCTTTTGACTGA Plus N ZoM) 2081 SI® M9 400 100

Reverseprimer  AGGCTIATTCGGCTTCTTTTCT Minus 2 M X000 S0 08 600 0.00

Product langth 1226
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Apéndice D — Construcgéo do do par do primer AsnZ2 obtido com o programa Primer-BLAST, com base no alinhamento da sequéncia de Bacillus

subtilis subsp. subtilis str. 168 (NC_000964.3), com gene codificante para L-asparaginase Tipo II.

Soquence (5'>3) Templato strand Longth Stat Stop Tm  GC%  Self complementarity Salf ) complementarity
Forward primer GAATCCCCGAAAGAAAAAGC Plus 2 2909% 299015 S5 400 YW 200
Reverse primor TTACAGCAGCGTCAMCAGG Minus 2 21764 201745 6077 H000 300 0.00
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Apéndice E- Resultado da comparacéo e alinhamento da sequéncia parcial do gene RNAr 16S do isolado SR41 e as sequéncias disponibilizadas pelo GenBank

através do BLASTN. As sequéncias visualizadas na Tabela apresentam a similaridade de 99% com a sequéncia analisada

/ & NCBI BlastNucleotie Se- X\ B - o0 X
€2CD Blast.ndii.nlm.hih.gow8!Vasncg<i‘ Wy =
Sequences producing significant alignments: -
Select: All Nong Selected.0
-ﬂuﬂ'ﬂm g Lownioad antiank Geaphics Distance tres ofn °
::. :::e ?:2 v:uo Ident Accessloni
1816 1816 100% 00 99% JO4107861 I
1814 1814 100% 00 99% KI501781
1814 1814 100% 00 99% smml
1814 1814 100% 00 99% FsST3171y
1808 1808 100% 00 99% LCDGS1481
1808 1808 100% 00 99% KF§793001 |
1608 1808 100% 00 99% KJ9504571 |
1808 1808 100% 00 99% KFB404021 |
1808 1808 100% 00 %% JX6739431 |
1808 1808 100% 00 99% JO6696761 |
1806 1808 100% 00 99% JN3667561 |
1808 1808 100% 00 99% JN3E67421
1808 1808 100% 00 9% JFi431471
1808 1808 100% 00 99% (08450091
1808 1808 100% 00 9% EuORRsedt
1807 18065 100% 00 %% CPO168941 |
1807 17482 100% 00 99% CPO168521 |
) Bacllivs sp_strain JWp15 16S nbosomal RNA gene, partal sequence 1807 1807 100% 00 99% KUS&ZZML
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Apéndice F — Resultado da comparag&o e alinhamento da sequéncia parcial do gene RNAr 16S do isolado SR60 e as sequéncias disponibilizadas pelo GenBank

através do BLASTN. As sequéncias visualizadas na Tabela apresentam a similaridade de 99% com a sequéncia analisada.

f-j MCBI BlastMucleatice Sec X

x

€ - € [ blastncbinlm.nih.gov/Blast.cqi
Select: All Note Selectsd 0

T Aignments 1001

]

Descrption

Max
sCoMe

1746
174
1744
174
1744
1744
174
1744
174
174
1744
1744
1744

174
1744

1744
174

Total
score

1746
1744
17428
16913
1744
1744
1744
174
1744
17074
16645
16754
1744

1744
17410

174
174

Query

cover value

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

100%
100%

100%
100%

E

00
0o
0o
0.0
0o
no
0
0o
0.0
0o
0o
0o
0o

0.0
0.

Ident  Accession

% Lorears |
% KXGT04281
9% CPO168G41
9% CPO168SIY
9% KUSOT200.1
9% LI6044031
% LIBT3
9% LT6043341
9% LT6042341
9% CPO16780.1
9% CPOI6TER1
9% CP1GTETA
% KUB0129T 1
9% KUB012931
9% CPMS3TS1
9% KUBT452 1
9% E54R04T 1

;]
&

W=
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Apéndice G — Resultado da comparacao e alinhamento da sequéncia parcial do gene RNAr 16S do isolado SS23 e as sequéncias disponibilizadas pelo GenBank

através do BLASTN. As sequéncias visualizadas na Tabela apresentam a similaridade de 99% com a sequéncia analisada.

' NCBIBlastNucleotide Se. X | £3 NCBI BlastNucleobde Se- X |

e->elD blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

&
£

0 00 e @

00 00 0 @ @

B e

0 060m

2 .

tl

B - o x
- W =
SCOME Score  cover vaue =
1740 1740 100% 00 99% mmm’
1736 1736 100% 0.0 99% KM4528511
1736 1736 100% 00 99% JQ3085681
1736 1736 100% 0.0 99% JN3BBTE61 I
1735 1735 100% 0.0 99% KX6736381
1735 1735 100% 00 99% KX6736351
1735 1735 100% 00 99% Kx8704281
1735 17340 100% 0.0 99% CPO168941
1735 16832 100% 00 99% CPO16852.1
1735 1735 100% 00 99% KU5972091
1735 1735 100% 0.0 99% LI6044031
1735 1735 100% 00 99% LI6043751
1735 1735 100% 0.0 99% LI6043341
1735 1735 100% 00 99% LT6042341
1735 16999 100% 0.0 9% CPO167891
1735 16570 100% 00 99% CP0167881
1735 16677 100% 00 99% CPO167871
1735 1735 100% 0.0 99% KU6012971
1735 1735 100% 0.0 99% KUG012031
1735 1735 100% 00 99% KUS874531
1735 17329 100% 00 99% CPO153751
1735 1735 100% 0.0 99% KU6648371
1735 1735 100% 00 99% KU§013531 =
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Apéndice H — Resultado da comparacéo e alinhamento da sequéncia parcial do gene RNAr 16S do isolado SR21 e as sequéncias disponibilizadas pelo GenBank

através do BLASTN. As sequéncias visualizadas na Tabela apresentam a similaridade de 99% com a sequéncia analisada.

/£ NCBI Blast:Nucleotide Sec X
A"

€& - C [ blastncbinlm.nih.gov/Blast.cgi

& v

*

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:100

% Alignments [EDownload v GenBank Graphics Distance tree of results o
Description spiz:e sT:nt)ErlL f;]\?g \fallzue Ident  Accession
|# Staphylococcus sp. ECHE 168 ribosomal RMA gene, partial sequence 1814 1814 100% 00 99% KPG644777.1
|# Staphylococcus sp. ECHS 168 ribosomal RMA gene, partial sequence 1814 1814 100% 00 99% KPG44776.1
| Staphylococcus sp. DGM MH2a 16S ribosomal RMA gene, partial sequence 1810 1810 100% 0.0 99% JE923458.1
[# Uncultured bacterium clone ncd732e07c1 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1810 1810 100% 0.0 99% HM293981.1
[# Uncultured bacterium clone nbw322f07c1 165 ribosomal RMA gene, partial sequence 1810 1810 100% 0.0 99% GQ089504.1
|# Staphylococcus epidermidis strain JRT29 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1808 1808 100% 00 99% KU550237.1
|# Staphylococcus epidermidis strain NDG19 168 ribosomal RMA gene, partial sequence 1808 1808 100% 00 99% KU550214.1
|# Staphylococcus epidermidis strain MAPT 168 ribosomal RMA gene, partial sequence 1808 1808 100% 00 99% KU550190.1
|# Staphylococcus epidermidis strain F2-1-7 165 ribosomal RMA gene, partial sequence 1808 1808 100% 0.0 99% KX3499951
|# Staphylococcus epidermidis strain 18CR 16S ribosomal BNA gene, partial sequence 1808 1808 100% 0.0 99% KX2140481
[# Staphylococcus sp. CSC26 163 ribosomal RNA gene, partial sequence 1808 1808 100% 0.0 99% KX289497.1
|# Staphylococcus epidermidis strain TM2-9 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1808 1808 100% 0.0 99% KX237940.1
[# Staphylococcus epidermidis strain NCIM5270 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1808 1808 100% 0.0 99% KX018340.1
[# Staphylococcus sp. CTI06 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1808 1808 100% 0.0 99% KX344929.1
[# Staphylococcus sp. CTI05 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1808 1808 100% 0.0 99% KX3449281
[# Staphylococcus sp. 654 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1808 1808 100% 0.0 99% KU933296.1
[# Staphylococcus sp. 624 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1808 1808 100% 0.0 99% KU9332951
[# Staphylococcus sp. 704 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1808 1808 100% 0.0 99% KU9332941
[# Staphylococcus sp. 12J 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1808 1808 100% 0.0 99% KU933293.1
[# Staphylococcus epidermidis strain SM5-7 165 ribosomal RMA gene, partial sequence 1808 1808 100% 0.0 99% KX267887.1
[# Staphylococcus epidermidis strain BJ-DEBCR-1 165 ribosomal RMA gene, partial sequence 1808 1808 100% 0.0 99% KU301333.1

-
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Apéndice | — Resultado da comparacgdo e alinhamento da sequéncia parcial do gene de L-asparaginase gerada com primer AsnZ1, do isolado SR22 com as

sequéncias disponibilizadas pelo GenBank através do BLASTX. As sequéncias visualizadas na Tabela apresentam a similaridade de 99% com a sequéncia

analisada.
2 MCBI Blast:Nuclectide Sec X | - X
<« C' | [O blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_727788564 B =
(= Descriptions -

Sequences producing significant alignments:

Select: All None Selected:0

ot Alignments O

Description sh::e :s:L szg val;:ue Ident Accession

L-asparaginase [Bacillus subtilis M 111 24% Te-25 99% WP 0338831431
L-asparaginase [Bacillus subtilis] 1M1 111 24% 8e-25 99% WP 0153826771
L-asparaginase 2 precursor [Bacillus subtilis] M 111 24% 8e-25 99% CUB26724.1
L-asparaginase [Bacillus subtilis] M 111 24% 8e-25 99% WP 0154827541
L-asparaginase [Bacillus subtilis] M 1M1 24% 8e-25 99% WP 0471820291
L-asparaginase [Bacillus sp. LM 4-2] 111 111 24% 8e-25 99% WP 0463807611
L-asparaginase [Bacillus subtilis] M 111 24% 8e-25 99% WP 0293172291
L-asparaginase [Bacillus tequilensis] M 111 24% 8e-25 99% WP 0466642951
L-asparaginase [Bacillus subtilis] M 111 24% 8e-25 99% WP 015252898.1
L-asparaginase [Bacillus subtilis] M0 M0 24% 9e-25 99% WP 0633360031
L-asparaginase [Bacillus subtilis] 10 110 24% 1e-24 97% WP 0429772971
L-asparaginase [Bacillus subtilis] 109 109 24% de-24 97% WP 0384283211
MULTISPECIES: L -asparaginase [Bacillus] 108 108 24% 5e-24 97% WP 0032463371
MULTISPECIES: L-asparaginase [Bacillus] 108 108 24% 7e-24 97% WP 0144787261
L-asparaginase [Bacillus subtilis] 108 108 24% 9e-24 97% WP 032724846.1
L-asparaginase [Bacillus subtilis] 108 108 24% 1e-23 97% WP 0438581881
MULTISPECIES: | -asparaginase [Bacillus] 108 108 24% 1e-23 97% WP 003234769.1
asparaginase [Bacillus subtilis] 108 108 24% 1e-23 97% AINI5S080.1
L-asparaginase [Bacillus subfilis] 107 107 24% 2e23 97% WP 0175950281 -
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Apéndice J — Resultado da comparagdo e alinhamento da sequéncia parcial do gene de L-asparaginase gerada com primer AsnZ1, do isolado SR60 com as

sequéncias disponibilizadas pelo GenBank através do BLASTX. As sequéncias visualizadas na Tabela apresentam a similaridade de 93% com a sequéncia

-

analisada.
'_?ch;BI Blast:Nucleotide Seque xy 3 NCBI Blast:Nucleotide Seque X W ¥ S l= Bl o
€« > C A B https:}';‘blast.ncbinlm.nih.govalast.Egi By @
i Aligr;ents o
Description s?:z:{e gc:;?x]a EE‘Z? vaIIEue Ident Accession ‘
) L-asparaginase 2 precursor [Bacillus subtilis 160 160 37% 1e-43 93% CUB267241
Il L-asparaginase [Bacillus subtilis 160 160 37% 1e-43 93% Mﬂﬁ‘
) L-asparaginase [Bacillus tequilensis| 160 160 37% 1e-43 93% W‘
[ L-asparaginase [Bacillus subtilis 160 160 37% 1e-43 93% WP 015252898.1
) L-asparaginase [Bacillus sp. LM 4-2 160 160 37% 1e-43 93% WP 046380761.1
) L-asparaginase [Bacillus subtilis 160 160 37% 1e-43 93% WP 0153826771
[ L-asparaginase [Bacillus subtilis 160 160 37% 2e-43 93% WP 0471520281
) L-asparaginase [Bacillus subtilis 159 159 37% 6e-43 92% WP 0338831431
[CJ L-asparaginase [Bacillus subtilis 158 159 37% 6e-43 92% WP 038428321.1
() L-asparaginase [Bacillus subtilis 159 159 37% 6e-43 92% WP 02831722891
) L-asparaginase [Bacillus subtilis 159 189 37% 7e-43 92% WP 063336003.1
) L-asparaginase [Bacillus subtilis 159 159 37% 7e-43 91% WP 0428772871
) MULTISPECIES: L-asparaginase [Bacillus 159 159 37% Be-43 92% WP 0032463371
) MULTISPECIES: L-asparaginase [Bacillus 1588 158 37% 1le-42 92% WP 0144787261
) L-asparaginase [Bacillus subtilis 157 157 37% 3e-42 92% WP 0438581881
) L-asparaginase [Bacillus subtilis 157 157 37% 3e-42 92% WP 0327248461
) asparaginase [Bacillus subtilis! 157 157  37% 3e-42 92% AINS5080.1
) MULTISPECIES: L-asparaginase [Bacillus 157 157 37% 3e-42 92% WP 003234769.1
[ L-asparaginase [Bacillus subtilis 157 157 37% 3e-42 92% WP 017635028.1
) L-asparaginase [Bacillus subtilis 156 156 37% 7e-42 91% WP 014475687.1
) L-asparaginase [Bacillus sp. A053 156 156 37% 9e-42 89% WP 040084270.1
) L-asparaginase [Bacillus sp. JS 155 155 37% 1e-41 89% WP 014662656.1
[} L-asparaginase [Bacillus subtilis 154 154 37% 6Ge-41 88% KEF57621.1
[ L-asparaginase [Bacillus mojavensis| 145 145 31% 1e-37 86% WP 0241201051
) L-asparaginase [Bacillus tequilensis] 144 144  31% 3e-37 86% WP 024715558.1
[ L-asparaginase [Bacillus subtilis 144 144 31% 4e-37 B6% WP 0648152531
) L-asparaginase [Bacillus axarguiensis! 142 142 31% 2e-36 85% WP 0583530481
1) L-asparaginase [Bacillus malacitensis! 142 142 31% 2e-36 85% WP 059282027.1
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Apéndice K — Resultado da comparacéo e alinhamento da sequéncia parcial do gene de L-asparaginase gerada com primer AsnZ1, do isolado SS23 com as

sequéncias disponibilizadas pelo GenBank através do BLASTX. As sequéncias visualizadas na Tabela apresentam a similaridade de 100% com a sequéncia

m

analisada.
& - C A @ hiips://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi By @
Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
1 Alignments o
Description sh::fe ST;;?; ?;':3 il Ident Accession
|| L-asparaginase [Bacillus subtilis 177 177 34% 2e-50 100% .VlP_OC‘-'3§13_3‘_1A~1_1_i
) L-asparaginase [Bacillus sp. L 4-2 177 177 34% 2e-50 100% WP 0463807611 .
) L-asparaginase [Bacillus tequilensis] 177 177 34% 2e-50 100% WP 0466642951
) L-asparaginase [Bacillus subtilis 177 177 34% 2e-50 100% WP 0293172291
) L-asparaginase [Bacillus subtilis 177 177 34% 2e-50 100% WP 0152528981
) L-asparaginase [Bacillus subtilis 177 177 34% 2e-50 100% WP 0633360031
) L-asparaginase 2 precursor [Bacillus subtilis] 177 177 34% 2e-50 100% CUB26724.1
) L-asparaginase [Bacillus subtilis] 177 177 34% 2e-50 100% WP 0471820291
[} L-asparaginase [Bacillus subtilis] 177 177 34% 2e-50 100% WP _015382677.1
) L-asparaginase [Bacillus subtilis 177 177 34% 2e-50 100% WP 0154827541
[} L-asparaginase [Bacillus subtilis 177 177 34% 2e-50 100% WP 0428772871
) MULTISPECIES: L-asparaginase [Bacillus 176 176 34% 1e-49 99% WP 0032463371
) L-asparaginase [Bacillus subtilis 176 176 34% 1e-49 99% WP 0384283211
) MULTISPECIES: L-asparaginase [Bacillus 175 175  34% 2e-49 99% WP 0144787261
) L-asparaginase [Bacillus subtilis 174 174 34% 3e-49 99% WP 0327248461
[ L-asparaginase [Bacillus subtilis 174 174 34% 4e-49 99% WP 0438581881
) MULTISPECIES: L-asparaginase [Bacillus 174 174  34% 4e-49 99% WP 0032347691
) asparaginase [Bacillus subtilis 174 174  34% 5e-49 99% AINSS080.1
) L-asparaginase [Bacillus subtilis 173 173 34% 1e-48 99% WP 0176950281
[} L-asparaginase [Bacillus subtilis 173 173 34% 1e-48 98% WP 0144756871
) L-asparaginase [Bacillus sp. A053 171 171 34% 1e-47 95% WP 0400842701
) L-asparaginase [Bacillus subtilis] 170 170 34% 1e-47 95% KEF57621.1
) L-asparaginase [Bacillus sp. JS| 170 170 34% 1e-47 95% WP 0146626561
) L-asparaginase [Bacillus teguilensis] 160 160 34% Be-44 91% WP 024715558.1
) L-asparaginase [Bacillus malacitensis 146 146 31% 3e-38 91% WP 0592820271
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Apéndice L — Resultado da comparacéo e alinhamento da sequéncia parcial do gene de L-asparaginase gerada com primer AsnZ1, do isolado SS04 com as

sequéncias disponibilizadas pelo GenBank através do BLASTX. As sequéncias visualizadas na Tabela apresentam a similaridade acima de 84% com a sequéncia

analisada.
€& - C fi B8 https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi Hhiv @ =
Select: All None Selected:0 -
it Alignments o
Description ::2:; :—CO;Z S;’\Zf vaIEue Ident Accession

|_J L-asparaginase [Bacillus tequilensis| 407 407 81% bBe-139 84% WP 0466642951
[J L-asparaginase [Bacillus subtilis 406 406 81% 2e-138 84% WP 04718202591
) L-asparaginase [Bacillus sp. LM 4-2 405 405 81% 2e-138 84% WP 0463807611
) L-asparaginase [Bacillus subtilis! 405 405 81% 2e-138 84% WP 0152528881
) MULTISPECIES: L-asparaginase [Bacillus 405 405 81% 4e-138 84% WP 0032463371
) L-asparaginase [Bacillus subtilis 404 404 81% 6Be-1358 84% WP 0633360031
L) L-asparaginase [Bacillus subtilis 404 404 81% 7e-138 84% WP 0327248461
) asparaginase [Bacillus subtilis 404 404 81% 1e-137 B54% AINS5080.1

0] MULTISPECIES: L-asparaginase [Bacillus 404 404 B1% 1e-137 84% WP 0032347691
) MULTISPECIES: L-asparaginase [Bacillus 404 404 81% 1e-137 84% WP 0144787261
) L-asparaginase 2 precursor [Bacillus subtilis 404 404  81% 1e-137 84% CUB267241

) L-asparaginase [Bacillus subtilis 403 403 81% 2e-137 B84% WP 0144756971
) L-asparaginase [Bacillus subtilis 403 403 B1% 2e-137 84% WP 0153826771
) L-asparaginase [Bacillus subtilis 402 402 81% 5e-137 84% WP 0384283211
) L-asparaginase [Bacillus subtilis 402 402 B1% 5e-137 84% WP 0293172281
) L-asparaginase [Bacillus subtilis 402 402 81% 6Be-137 84% WP 0338831431
[ L-asparaginase [Bacillus subtilis 402 402 81% 6Be-137 83% WP 0428772871
[} L-asparaginase [Bacillus subtilis 400 400 81% 2e-136 84% WP 0438581881
) L-asparaginase [Bacillus subtilis 399 399 81% 6e-136 84% WP 0176950281
) L-asparaginase [Bacillus sp. AD53 394 394 81% B8e-134 81% WP 0400842701
[0 L-asparaginase [Bacillus sp. JS 394 384 81% B8e-134 81% WP _014662656.1
[} L-asparaginase [Bacillus subtilis 394 394 81% 1e-133 82% WP 0154827541
) L-asparaginase [Bacillus subtilis 390 380 81% 3e-132 80% KEF57621.1

) L-asparaginase [Bacillus subtilis 377 377 76% 7e-127 79% WP 0648152531
) L-asparaginase [Bacillus subtilis 376 376 81% 1e-126 76% WP 0603978621
) L-asparaginase [Bacillus tequilensis 375 454 85% 2e-126 77% WP 0247155581
) L-asparaginase [Bacillus subtilis 375 375 81% 3e-126 76% WP 0192573801
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Apéndice M — Resultado da comparagéo e alinhamento da sequéncia parcial do gene de L-asparaginase gerada com primer AsnZ1, do isolado SR22 com as
sequéncias disponibilizadas pelo UNIPROT através do Blast. As sequéncias visualizadas na Tabela apresentam a similaridade de 91.5% com a sequéncia
analisada.

Alignments

|-|iﬁm?n:mw.| - 1t 250250 p Show[Z
N e T . T T

1 | Query: E201 0104743472 LE L EE6 SOERSRAISEC COSSTES NEC 74

‘%

o smem
D ldentol

| AALZSUFS] | AGAL25UFS) SBACT - Uncharacterioed protein Bncls . LM -2 - Viewalignment I {1280

W oot proten (b we7) E;"‘""’:“" (R L2

L smems
P e

. .mm{unﬂlﬂ %

Smre: 318
Igant.: 91.5%

[ ; AOADKEKF : ALAOKGIFS_BACIL) - L-asparaginase 2 Badlius subitils - View alignment . ansZ BN127_JASh 0041l

kL] E-value: b4 EBadils subtils
£

Smre: 318
lent.: 91.5%

Dmmmmmmjmtmmmmmqm . mm_m .l N— 315 ;ms.?r h:lr.'n.ﬂl:

D dento90l%

BLBEET LAAEET BACIL - L-aseraginass - Encllussubtil.. - Viewalgnment I {ansZ BESTIEL3 (0268

. L-aspamginase 2 | Badilus subtils)

| [ TR :;":“‘3 ]j’ = | Bl nt O
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Apéndice N — Resultado da comparacdo e alinhamento da sequéncia parcial do gene de L-asparaginase gerada com primer AsnZ1, do isolado SR60 com as

sequéncias disponibilizadas pelo UNIPROT através do Blast. As sequéncias visualizadas na Tabela apresentam a similaridade de 100% com a sequéncia

analisada.

Al ignments

A BLAST 8 Add to bas # Columns 1to250f25 Show[2

u ——— St Care ames ot s Longh oo rganim

o

Query: B2017011383C3DDECESS183CT7E102DC5D3A2672EBBBS7BEA

ADALIDTNGMT - ADALIDTMNQMT7_BACIU - Aspamginase Bacillus subtilis - View alignment ansA BS16045 00317 . 375 =
Asparaginase

. . value:
(Bacillus subtilis) 4.6e-46
L Score:
414
Ident.:
100.0%

MAKPAT M4KPAT_BACIU - L-asparaginase - Bacillus subtili... - Wiew alignment ansZ CEE3_0260 . 375 E-
L-asparaginase

(Bacillus subtilis XF-1) 4.80-46
L Score:
414
Ident.:
100.0%

value:

ADAIZS5UFSD - ADA125UFS0_SBACI - Unchamacterized protein Bacillus sp. LM 4-2 - View alignment BsLM_0280 i 375 E-
Uncharacterized

protein (Bacillus sp. LM 4.80-46
L 42 Score:
414
Ident.:
100.0%

walue:

ADADKEKFWS | ADADKEKFW4_BACIU - L-asparaginase 2 Bacillus subtilis - View alignment ansZ BN2127 IRSE&_00611 i 375 E-
L-asparaginase 2

(Bacillus subtilis) 4.80-4E
L Score!
414
Ident.:
100.0%

value:

ADAIRSBIUT : ADALIGSBIUT_BACIU - L-asparaginase Bacillus subtilis - View alignment B4122 1080 i 375 E
L-asparaginase

(Bacillus subtilis)

2 6.3e-46
Score:

wvalue:

Bacillus subtilis

Bacillus subtilis
XF-1

Bacillus sp. LM 4-
2

Bacillus subtilis

Bacillus subtilis
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Apéndice O — Resultado da comparagéo e alinhamento da sequéncia parcial do gene de L-asparaginase gerada com primer AsnZ1, do isolado SS23 com as

sequéncias disponibilizadas pelo UNIPROT através do Blast. As sequéncias visualizadas na Tabela apresentam a similaridade de 100% com a sequéncia

analisada.

Alignments

4

4oaess] -

1102500250 p Show[E

I e T e 7. T S

3 Query: BT 1 98853025 CA0 | 3R AT IB PCERC 2RI 4BCEE]
[0 : MIAI25UFS] : ALAIISUFS]_SBACT - Uncharacherized protein Bacllus sp. LM 4-2 - \eew alignment

KRS

LHagE?

DGR

———

MKFAT BACIL - L-asparaginase - Bacillus subtil.. - View alignment

_—

LHAEET |BACIN) - L-asparaginges - Bacilhus subtil... - View alignment

———

DGR BACNE - Uncharsdberizsd protein - Badllus subtil... - Vies slignment

———

[0 IO ENTAE : AOREGATAS BACI - L-asparaginase - Bacillus subtil... - View alignment

B : TITDA3

_—

TITOAS_BACIU - L-aparaginass Baclhus subtilis - View alignment

—

Bl 0250 Urvaracteries protein { Bl s, LM 4-2)

CHAT (125
arZ (663 260 L-aspamginase {Badils suttils ¥F-1)

L \-aepaginese (Encils sutils BESTTEL3)

yocT, BT (658

nat..)

BEN35_01415, BERDR 01415, BERT7 01415, BHbh0 01625 |-y (Bacis st it b, )

ansk B3417_1352 L-aparmgingse |Bacilis st

Uincharactartaed protein (Bsdllus subtills subz,

I

I

ErH

I

s

I

E-value: 1e-105
Smire: 318
Ient.: 100.0%

E-value: 292
105

Smire: H15
Idert.; 99.5%

E-value: 5.7e-
105

Smre: H13
Idert.. 99.8%

E-vallue: 572
105

Sore: 813
Ident. 99.9%

E-value: 572
105

Smre: 813
Ident. 99.9%

E-value: 5.7e-
105

Smre: 413
loent.: 99.8%

Bacillus sp. LM 4-2

Endilius subtilis ¥F-1

Eaillus subttills BESTRG13

Bl suibtilis subisp, natta {strain BESTI95)

Eacillus sultilts subep, subtils

Enaillus subttils
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Apéndice P — Resultado da comparagéo e alinhamento da sequéncia parcial do gene de L-asparaginase gerada com primer AsnZ1, do isolado SS04 com as
sequéncias disponibilizadas pelo UNIPROT através do Blast. As sequéncias visualizadas na Tabela apresentam a similaridade de 100% com a sequéncia

analisada.
Alignments

) L A1t025:0250 p Sow[Z
oy dgmetomier  smmeeems  pukes g Jogme

13+ Query: E017011 98853086 00 38AF A0 28 A ERC 2 248 ErE5]

[0+ ADAIZSUFS] © AQALZSUFS] SBACT - Uncharachanoed probein Badlius 50, LM &2 - View alignment Bel M 1280 Unda aratein (Bachs 3, LM 4-2) 7 E-value: 1e-105 : Baclls 59, LM &2

Smre: 818
E [dant.: 100.0%
BAKP, B . r = Bl = - CERT 02 E . . Bl o g ¥F-
7 M3KPET RO - L-2eparaginase - Bacilius subitil... - View alignment anel Chhd 1260 \-expaeginse (Eadlis bt 3F-1) Eri 1;\:1& 1%-  :Eadlius subitilis ¥F-1
Sire: 815
Idant.: .8%
LAARET LHAEE7 BATTU - L-ssparaginate - Bl subtil... - View alignment aneT BESTTR1 (268 |- (Endlhs stk ESTTSL3) Eri E:Iue: 57e-  : Eadlius subttilis BEST613
Sore: 813
Ident.: 8%
04544 DaG4RE_BATNE - Uincharaderzed protein - Badlius subtili... - View alignment yooC BENT (J65H5 s E-value; 5.7~  : Badlius subtilis subsp, natha |shrain BEST195)

Uncharacterized pratein {Baclis subtills sulisp, 5

nat..) Zre: 313
It 4%

[0 MIAJEQATAG  AJA)EIATAR BATIL - L-asparaginase - Bacllus subitil... - \eew alignment BEN34 (01415, BERDA_ 01415, BERT7 01415, BH6A0 01825 L-manginee (Bl bt s ) s E-value; 5.7e-  : Badlius subtilic subsp. subtilis

105
Sore: B13
Igant.: 99.5%
3 : TITDAS TITDAS BACIL - L-aparaginase Bacillus subitilis - View alignment ansZ B417_1351 L-apanaza {dsalls ) s ;;\: ue: 57 Bl subtilks

Sore: 813
Igant.: 99.8%




ANEXOS

85



86

Anexo A — Sequéncia do gene de L-asparaginase Tipo Il (AsnZ), a partir do genoma de Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 (Genbank

NC_000964.3).

23/11/2015 Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 chromosome, complete genome - Nucleotide - NCBI

Nucleotide v

FASTA =

Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 chromosome, complete genome

NCBI| Reference Sequence: NC_000964.3
GenBank Graphics

>gi|255767013:290915-292042 Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 chromosome,
complete genome
ATGAAAAAACAACGAATGCTCGTACTTTTTACCGCACTATTGTTTGTTTTTACCGGATGTTCACATTCTC
CTGAAACAAAAGAATCCCCGAAAGAAAAAGCTCAGACACAAAAAGTCTCTTCGGCTTCTGCCTCTGAAAA
AAAGGATCTGCCAAACATTAGAATTTTAGCGACAGGAGGCACGATAGCTGGTGCCGATCAATCGAAAACC
TCAACAACTGAATATAAAGCAGGTGTTGTCGGCGT TGAATCACTGATCGAGGCAGT TCCAGAAATGAAGG
ACATTGCAAACGTCAGCGGCGAGCAGATTGTTAACGTCGGCAGCACAAATATTGATAATAAAATATTGCT
GAAGCTGGCGAAACGCATCAACCACTTGCTCGCTTCAGATGATGTAGACGGAATCGTCGTGACTCATGGA
ACAGATACATTGGAGGAAACCGCTTATTTTTTGAATCTTACCGTGAAAAGTGATAAACCGGTTGTTATTG
TCGGTTCGATGAGACCTTCCACAGCCATCAGCGCTGATGGGCCTTCTAACCTGTACAATGCAGTGAAAGT
GGCAGGTGCCCCTGAGGCAAAAGGGAAAGGGACGCTTGTTGTTCTTAACGACCGGATTGCCTCAGCCCGA
TATGTCACCAAAACAAACACAACTACAACAGATACATTTAAATCAGAAGAAATGGGCTTCGTCGGAACAA
TTGCAGATGATATCTATTTTAATAATGAGATTACCCGTAAGCATACGAAGGACACGGATTTCTCGGTTTC
TAATCTTGATGAGCTGCCGCAGGTTGACATTATCTATGGATACCAAAATGACGGAAGCTACCTGTTTGAC
GCTGCTGTAAAAGCCGGAGCAAAGGGGATTGTATTTGCCGGTTCTGGGAACGGGTCTTTATCTGATGCAG
CCGAAAAAGGGGCGGACAGCGCAGTCAAAAAAGGCGTTACAGTGGTGCGCTCTACCCGCACGGGAAATGG
TGTCGTCACACCAAACCAAGACTATGCGGAAAAGGACTTGCTGGCATCGAACTCTTTAAACCCCCAAAAA
GCACGGATGTTGCTGATGCTTGCGCTTACCAAAACAAATGATCCTCAAAAAATCCAAGCTTATTTCAATG
AGTATTGA

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000964.3?report=fasta&from=290915&t0=292042



